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第１章 序論 
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第１節 緒言 
 
脳の中には時計があり, 生物はその内在する時計に従って行動している(図 
１-1A). 時計が刻む, おおよそ 24 時間のリズムは, サーカディアンリズムと呼
ばれる. サーカディアンリズムは, ほとんどの生物が備えていると言われる, 生
物の基本的な内在リズムである. この非常にゆっくりとしたリズムは, 生物が
持つさまざまな生理機能に影響を与える(図 １-1B)[76]. サーカディアンリズム
の研究は, 分子生物学の分野で盛んに研究され, 時計の仕組みが時計遺伝子
(clock gene)の発現振動であることが明らかにされている. 近年, 脳内で発生す
るてんかんなどの病態もサーカディアンリズムの支配を受けること[74], また, 
サーカディアン時計の中で薬の効きやすい時間があること[75]などが報告され
ており, その時計が引き起こした振る舞いにも注目が集まっている. 本研究で
は, 記憶・学習能力に対するサーカディアンリズムの影響に焦点を当てる. 
一方で, 脳内には無数の神経細胞が存在し, 複雑なネットワークを介して情
報処理を行なっている. その中でもユニークな形をした海馬は, 記憶・学習と関
与の深い部位であるといわれている. 記憶・学習が生じる際, 海馬内ネットワー
クの結合が変化し, そしてそれが長い時間持続するものを“長期増強 (LTP)”と
呼ぶ. この現象は, 海馬を薄くスライスした切片でも誘導される.  
面白いことに, 海馬スライスは脳内の他の部位とのネットワークを断ってい
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るにも関わらず, サーカディアンリズムの支配を受ける. 本研究は, 記憶・学習
の基礎を成す海馬スライス LTP が, どのようにサーカディアンリズムの支配を
受けるのかを , サーカディアンリズムを調べる手がかりの一つである
light/dark(LD)サイクルを用いて検討した. さらに本研究は, 海馬スライスの電
気刺激応答と LD サイクルとの関係における新たな機構を明らかにした.  
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図 １-1. 時計遺伝子によって生じるサーカディアンリズム 
A: ラットの脳内におけるサーカディアンリズムのイメージ図. サーカディアン
リズムは, 脳内のさまざまな組織に存在する時計遺伝子の発現振動によって生
じ, それらは, SCN にある時計遺伝子により統率されている. 
B: サーカディアンリズムによって変化する様々な生理機能. 本研究では, 記
憶・学習に対する影響に焦点を当てる(右下). [76]より改変して使用. 
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第２節 海馬 
 
第１項 海馬の構造 
海馬は, 大脳皮質側頭葉に位置する海馬体の一部であり, 錐体細胞が密集し
た層と, 顆粒細胞の厚い帯状の歯状回 (dentate gyrus; DG) 領域によって特徴付
けられている. 海馬は細長く伸びた構造をしており, その長軸方向がアルファ
ベットの C 型に湾曲している (図 １-2A). 軸の吻側は, 中隔核付近から始まり, 
間脳を巻き込むように外尾側の側頭葉へと伸びている. この細長い構造をした
海馬を短軸 (transverse axis) に沿って切断すると, ニューロンの細胞体が大小二
つの馬蹄形で噛み合わせた形を取る, 図 1-2-1B のような構造が連続して現れる. 
歯状回の馬蹄形の口に当たるところから出ている細い帯状の神経細胞層が弧を
描いてアンモン角 (Ammon's horn) を作っている. 海馬溝は歯状回と海馬傍回の
間の脳溝で海馬烈 (hippocampal fissure) となって歯状回とアンモン角の間を走
っている. また, 歯状回では表層から, 顆粒細胞の樹状突起と入力繊維を含む分
子層, 顆粒細胞の細胞体が作る顆粒細胞層, 錐体形や紡錘型の細胞を含んだ深
部の多形細胞層の 3 層がある. アンモン角は 6 層に分けられていて, 上衣細胞層
から順に白板, 上昇層, 錐体細胞層, 放線層, 網状層, 分子層となっている.   
これらの神経細胞は, 海馬内で神経回路ネットワークを形成している(図 
１-2B). まず, 内嗅野皮質 (entorhinal cortex) より貫通枝 (perforant path) を通じ
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た海馬への入力がある. 貫通枝は歯状回や CA3 領域に伸びてシナプスを形成し
ている. 歯状回は CA3 錐体細胞へ苔状繊維 (mossy fiver) を伸ばしている. CA3
錐体細胞は, シャーファー側枝 (Schaffer collateral) を通じて CA1 錐体細胞に投
射している. そして, CA1 錐体細胞は, 内嗅野皮質, 海馬台, 海馬采などに投射
している.   
上で述べた海馬内の基本的な回路では, 神経伝達物質として主に興奮性神経
伝達物質であるグルタミン酸を用いており, 興奮性のネットワークが形成され
る. 抑制性介在細胞 (インターニューロン) は, 抑制性神経伝達物質であるγア
ミノ酪酸 (GABA) の放出によりシナプス入力を受けた神経細胞に対し抑制を
かける.  
CA1 抑制性神経は, 主に basket cell, axo-axonic cell, bistratified cell, O-LM cell に
分けられる (図 １-2C). 抑制性神経の大部分は, basket cell であるといわれてお
り, basket cell には, 錐体細胞軸索からの入力を受けて錐体細胞を抑制するリカ
レント抑制 (feedback inhibition) と, Schaffer側枝からの入力を受けて樹上突起か
ら錐体細胞までを抑制する feedforward 抑制とがある[1].  
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図 １-2. ラット海馬の構造 
A: 海馬は脳内でC型に湾曲して位置している. B: 図Aをtransverse軸に沿って輪
切りにすると, 層構造が現れる. 各部名称は図中に記載した. C: CA1における抑
制性神経の分布と抑制範囲. 赤色が錐体細胞, 青色が抑制性神経を示しており, 
薄緑部分は, それぞれの抑制性神経が抑制する範囲 (層)を示している.  
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第２項 海馬は記憶・学習に重要な部位である 
海馬が記憶・学習に深く関与しているという事は, ヒトで海馬を含む側頭葉内
側部の両側破壊や破壊された可能性の高い状況で起こる, 健忘 (すなわち記憶
障害) の報告から明らかにされてきた[68]. 健忘症候群は, 特に手術時以降にお
ける短期記憶の障害が特徴的である. 数分間という短い時間中記憶は保持され
るが, 患者が他に注意を逸らしたりすると, すぐにその記憶を思い出すことが
できなくなる. 患者はずっと以前の古い記憶をよく覚えていることから, 海馬
損傷で障害を受けるのは, 短期記憶を長期記憶に転送する過程 (すなわち記憶
の形成) であることが提唱された[2]. この海馬と記憶形成との関係は, サルを
用いて, 記憶課題を学習後, 様々な経過時間で海馬体を破壊する実験によって
調べられた[3]. 結果は, 海馬体破壊手術の少し前に学習させた記憶課題の成績
が悪く, 手術よりずっと以前にさせた記憶課題の成績は海馬体破壊の影響がな
かった. すなわち, このことは, 新しい記憶が短期記憶として海馬内に保持され, 
時間を掛けて他の部位に長期記憶として転送されている可能性を示唆している.  
心臓のバイパス手術の際に併発した脳虚血により, 健忘症が出現した患者は, 
後の解剖結果において, 両側の海馬に損傷が見られた[4]. その海馬の損傷は, 
CA1錐体細胞に限られており, 扁桃体, 視床背内側核, 乳頭体, 前脳基底部の組
織は, いずれも両側とも健全であった. したがってこの症例は, 海馬損傷だけで
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も臨床上明らかな健忘症が起こり得ることを立証すると共に, CA1の単独損傷の
みによっても, 長期記憶の形成が阻害されることを示唆している.  
以上のように, 海馬は, 記憶・学習と非常に関与の深い部位である.  
 
第３項 動物を用いた海馬依存の記憶・学習テスト 
前項で述べたように, 海馬は, 短期記憶を貯蔵するだけでなく, 脳の他の部位
にある貯蔵庫に情報を転送したり, 取り出したりする記憶想起過程, または空
間記憶過程に関与する部位であることが推測される. ラットやサルなどの動物
を用いた記憶研究の一環として, 海馬が“作業記憶 (working memory)”に関与し
ているという概念が提唱された[5]. 作業記憶とは, ある記憶試行実験の際, 一つ
の試行でのみ有効な情報の記憶と定義され, これに対して, 試行を通じて有効
な情報の記憶は, “参照記憶 (reference memory)”と呼ばれる. 作業記憶は参照
記憶とは異なるものだと考えられている. 例えば, OltonとPapas (1979) [65]は, 17
アーム放射迷路 (8アームの終点に餌を置き, 残り9アームに置かない) を用いて, 
海馬損傷ラットの記憶・学習への影響を調べた. 結果は, 損傷ラットは餌のない
アームを避けることができた (参照記憶) が, 以前に餌を食べたことがあるアー
ムを記憶していなかった (作業記憶) . すなわちこのことは, 海馬が作業記憶に
関与していることを示唆している.  
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 Kesner (1980) [66]は, ラットの学習課題に際し, 海馬では空間と時間に関する
情報のみが保存されると提唱した. そのため, 海馬の機能異常によって, 記憶・
学習は空間や時間が本質的である課題のため, 当然のことながら影響を受ける, 
という明解な記述をしている. 海馬空間学習課題の代表的な例として, Morris 
water maze課題がある[6]. この課題は, 水槽の中に一箇所だけラットが着地でき
るプラットホームを用意し, ラットにそのプラットホームの場所を学習させる. 
あらかじめ海馬を破壊されたラットは, このプラットホームの位置を覚えるこ
とができない. このことは, 海馬が空間学習に関与していることを示唆する.  
 Hirsh (1980) [67]は, 海馬が条件刺激に反応する脳機構の本質的な構成要素の
一つであると提唱した. 条件刺激とは, “Xであれば, 右へ行く；Yであれば, 左
へ行く”の時の, X,Yなどの刺激のことである. このような条件刺激に対する論
理的操作の記憶・学習の代表的な課題として, “恐怖条件付け課題 
(Fear-conditioning paradigm) ”がある. 例えば, 海馬破壊ラットにおいて, 音と電
気ショックを条件付けて与えて文脈学習させ, 音のみが鳴った時のすくみ 
(freezing) 時間を計測すると, 破壊しないラットに比べてfreezing時間が短い[7]. 
この結果は, “音が鳴れば, 電気ショックを与えられる”という条件刺激に海馬
が関与していることを示唆している..  
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第３節 海馬におけるシナプス長期増強 (LTP)  
 
第１項 LTP は記憶・学習の基盤である 
 Hebb (1949) は, 記憶・学習における神経メカニズムに関して, 重要な仮説を
提唱した. 彼は, シナプス伝達効率の変化が, 短期的な記憶を支える神経基盤に
なると考えた. それは, シナプス伝達効率が神経細胞の発火とシナプスへの入
力パターンやタイミングに応じて強化される, そのことが記憶の痕跡となると
いうモデルだった.  
 その後実際に, 麻酔下のウサギを用いて, 海馬におけるシナプス伝達効率が
長期間に渡って増強すること (すなわち長期増強；LTP) が実験的に明らかにさ
れた[8].  
具体的には, ウサギ海馬歯状回への入力繊維である貫通繊維に高頻度 (テタ
ヌス) 刺激を与えた時, 歯状回の分子層における集合興奮性シナプス後電位 
(pEPSP) と顆粒細胞の集合スパイク (PS) の大きさがどのように変化するかを
調べられた. テタヌス刺激を与えると, 与える前に比べてpEPSPとPSが, 著し
く増大し, その増大は 30 分から数時間続いたという. この現象は, Hebb の仮説
と類似する点が多いことから, 記憶・学習の基盤になる現象と考えられるように
なった.  
 実際に動物が学習を行っている最中にシナプス伝達が増強し, その効果が長
12 
期間持続したことを報告した論文がある. Skelton 達[9]は, ラットを用いて, レ
バー押し反応の訓練中には, 貫通繊維の刺激に対する歯状回の応答が増大し続
け, 訓練後 10 日間この増強が維持されることを明らかにしている. 学習の進行
に伴って, LTP と類似した現象が見られたことは, LTP と記憶・学習の関与の示
唆を強めている.  
 さらに, LTPは, 人工灌流液の中に海馬をスライス切片にして取り出した条件
下でも生じることが明らかになった[10]. 記憶・学習の基盤である現象として, 
LTP はスライス切片を用いてそのメカニズムを調べる研究も広く行われるよう
になっている.  
 
第２項 LTP 発生のメカニズム 
LTPは, 海馬スライスの刺激実験において, 例えば100 Hz, 持続時間1秒間のテ
タヌス刺激や, 例えば100 Hz, 5パルスの1バーストを頻度5 Hzで5バースト刺激
するθバースト刺激 (Theta burst stimulation; TBS) によって誘導されることが知
られている. 生体内海馬においても, 100 Hz以上のvery first oscillation (VFO)やθ
帯域の自発リズムが観測され[13], 海馬スライスでも誘導される[14]ため, これ
らの刺激は生理的な刺激であると考えられる(本章第４節).  
海馬CA3-CA1間のシナプスで生じるEPSPの LTPは最もよく調べられている. 
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EPSP は, シナプス間において, シナプス前細胞から放出されたグルタミン酸が, 
シナプス後細胞の α-Amino-3-hydroxy-5-methyl- 4-isoxazole propionic acid 
(AMPA) 受容体に結合することで生じる. EPSP の LTP におけるメカニズムとし
て, 海馬興奮性神経伝達物質として重要なグルタミン酸の受容体の一つである
N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体が深く関与していることが明らかにな
っている[15]. 静止膜電位付近で Mg2+によってブロックされている NMDA 受
容体は, 通常あまり大きな電位を発生しないが, テタヌス刺激や TBS によって
持続する興奮が与えられると活性化し, Ca2+の流入を引き起こし, この細胞内に
入ったカルシウムで誘発された物質変化によって LTP を生じさせる. すなわち, 
LTP は, テタヌス刺激や TBS によって生じた脱分極によって誘導される. この
こ と は 無 数 の 論 文 に よ っ て , NMDA 受 容 体 の 阻 害 薬 で あ る
2-amino-5-phosphonopentanoate (AP5) によって LTP が生じないことから確
かめられている.  
Ca2+流入によって生じるLTPの細胞内経路に関しても明らかにされている. 
細胞内Ca2+濃度の上昇は, Ca2+リン脂質依存性プロテインキナーゼ (PKC) と
Ca/CaM依存性プロテインキナーゼを活性化させることでAMPA受容体のコン
ダクタンスを上昇させ, EPSP増強が生じる[16]. Ca2+, プロテインキナーゼC 
(PKC), Ca2+/カルモジュリン (CaM) によって調節を受けたmitogen-activated 
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protein kinase  (MAPK) は, 遺伝子発現に関与する転写調節因子である 
cAMP response element binding protein (CREB) をリン酸化し, 長期間持続
するLTPに関する転写・翻訳を促進すると考えられる.  
海馬CA1において, この脱分極誘発 (NMDA依存) 性のLTPの他にも, 電位依
存性Ca2+チャネルや代謝型グルタミン酸受容体に依存したLTP機構が報告され
ている.  
 
第３項 メタ可塑性と BCM ルール 
LTPが, 高頻度刺激を繰り返すと最終的に漸近レベルに到達するということ
は, 可塑性自身が, シナプスの活性状態の前歴に依存することを示している. そ
のような特性は“メタ可塑性 (metaplasticity)”として提唱されている[72]. メ
タ可塑性の重要な特徴は, 先行したシナプスや神経調節因子によってもたらさ
れた活性状態による, シナプスの可塑的性質の持続的な変化である.  
メタ可塑性が研究される以前に, そのようなアイデアが理論モデルとして提
唱されている[73]. このモデルは, 提唱者であるBienenstock, Cooper and 
Munroの頭文字をとって, BCMモデルと呼ばれる. このモデルは, 閾値θが存
在し, ポストシナプスの活性状態が閾値θと比べて高いか低いかによってLTP
になるかLTD (long-term depression)になるか, またその大きさを決定する(図 
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１-3). 閾値θは, 静止しているわけでなく, ポストシナプスの活性状態によっ
て可変する(すなわち, メタ可塑性を示す).  
このモデルの概念は, BCMルールとして広く汎用されている. BCMルールは, 
海馬の可塑性やメタ可塑性を説明し得る様々な特徴を含んでいる. 海馬の可塑
性において, 一般的に, ポストシナプスの活性状態変化は, NMDA受容体を介し
たCa2+流入によって決定する(本節第2項). 従ってBCMルールに当てはめると, 
Ca2+が大きい時にLTP, 小さい時にLTDが生じ, Ca2+流入がない時には変化しな
いと考えられる. メタ可塑性において, 例えば, ポストシナプスの活性状態を高
いレベルにする前歴だった場合は, 閾値θはグラフ(図 １-3)の右側へシフトし, 
LTPを生じ難くし, よりLTDを誘導しやすくする. 反対に, 低いレベルの活動状
態は, 閾値θを左側へシフトさせ, LTPを誘導しやすくすると説明できる.   
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図 １-3. BCM ルール 
ポストシナプスの活性状態が閾値θより高ければLTPが生じ, 低ければLTDが生
じる. 閾値θは, 可変であり, 活性状態により左右に移動する(Slidng threshold). 
[73]より改変して使用. 
 
第４項 LTP と抑制性神経 
海馬内抑制性神経はまた, LTPと関与が深いことが報告されている[17]. 錐体
細胞上で, 抑制性神経は, 抑制性シナプス後電位 (IPSP) を発生させ, EPSPやPS
を抑制する[18]. LTPを誘導するテタヌス刺激やTBSは, CA1錐体細胞上のIPSPを
増強させるという証拠がある[17][19]. 加えて, in vivoにおいて, テタヌス刺激は, 
フィードフォワードのbasket cellsとstratum oriens近くにあるCA1抑制性神経の
dischargeを増加させる[20]. リカレント抑制性神経はまた, CA1錐体細胞のPS発
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火の増強が原因で, テタヌス誘導LTPと共に増強する[21]. これらの結果は, 抑
制性神経回路が, テタヌス刺激やTBSによるCA1の興奮性の増強 (すなわち, 
LTP) を抑えているということを示唆している.  
このことは, 海馬スライスCA1で, GABAA受容体阻害薬であるBicucullineや
Picrotoxinを投与した状態で, TBSやテタヌス刺激を与えると, EPSPやPSが増強し
た結果から明らかにされている[17][22]. つまり, CA1のLTPを抑えていた抑制性
神経を脱抑制させることで, 抑制されていた分がLTP増強として現れたと考え
られる(図 １-4). また, 錐体細胞をより脱分極させる脱抑制中のテタヌス刺激
やTBSは, 前項のBCMルールを適用すると, ポストシナプスの活性状態(図 
１-3)が高くなることを意味し, より大きなLTPを誘導したと解釈できる. 
しかしながら, 海馬スライスへのGABAA受容体の阻害は, 自発的な発作性発
火 (すなわち, てんかん様発火) を引き起こす[23]. また, そのてんかん様発火
の出現と共に, LTPの発生が確認されている[24]. GABAA受容体とNMDA受容体
の阻害を同時に行うと, てんかん様発火頻度が抑制されることも報告されてい
る[25]. したがって, GABAA受容体の阻害は, テタヌス刺激なしにLTPを発生さ
せ, それと共にてんかん様発火を生じさせる可能性がある. てんかん様発火は, 
LTP形成を阻害することが報告されており [26], これを防ぐために実験条件を
工夫する必要があると考えられる.  
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図 １-4. GABAA 受容体阻害による EPSP-LTP の増強のイメージ図  
縦軸をEPSPの大きさ, 横軸を時間とする. GABAA受容体を阻害した状態 (橙線)
でTBS (図中矢印) を与えると, コントロール (青線) に比べてEPSP-LTPが増強
する. GABAA受容体阻害とコントロールとの差分は, IPSPに抑えられていた成分
であると考えられる. 
 
第５項 EPSP-spike (ES) potentiation 
シナプスLTPは, テスト刺激に対する応答において, シナプス電流の持続的な
増加と, それに伴うPS amplitudeの増強によって特徴付けられる. シングルユニ
ット記録では, 細胞が活動電位を発火するかどうかの確率で特徴付けられる. 
これらの増強したPSや増加した発火確率は, EPSPの増強に伴って生じるため, 
予測できそうである. しかしながら, これらはしばしば非常に大きな増強をみ
せる. 極端な例として, EPSPの増強なしでさえ, これらの増強が生じることも報
告されている[8]. 海馬シナプスのこのような性質は, EPSP-spike (ES) potentiation
19 
と呼ばれる. 異なる刺激に対して, EPSP応答を横軸に, PS応答もしくは活動電位
の発火確率を縦軸にしてプロットしたグラフは, E-S potentiationが生じた時, 左
にシフトしたグラフになる[8]. すなわち, EPSPが同じでもPSや発火確率が増強
する. E-S potentiationは, 通常LTPと共に生じるが, 純粋なE-S potentiationは, in 
vitro CA1で, 低周波数刺激と逆行性の高周波数刺激との組合せで生じると言わ
れている[69]. シナプスLTPのように, CA1におけるE-S potentiationは, NMDA受
容体依存性である[54].  
GABAA受容体の阻害は, テタヌス刺激によって生じたE-S potentiationをそれ
以上増強させないことが報告されており[22], このことは, E-S potentiationが, 
feed-forward 抑制の相対的な減少によってもたらされる興奮性の増加を反映し
ている可能性を示唆している. この仮説は, CA1においてE-S potentiationと, テタ
ヌス刺激によって誘導されるfeed-forwardのIPSPsのLTDが同時に起こるという
発見によっても支持されている[54]. そして, E-S potentiationとIPSPsのLTDは, 
NMDA受容体の阻害もしくは錐体細胞へのカルシニューリンの注入によって消
失する.  
 
第４節 脳内神経リズム現象 
 
LTPを誘導するために, テタヌス刺激やTBSなどが用いられることを第３節
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第２項で述べた. これらは, リズミックな繰り返し刺激であり, 実際に海馬に内
在する生理現象であると考えられる. これらは “神経リズム” として観測され
る.  
一般的に, 脳波(神経リズム)は, 脳神経の集合的な活動を表し, 生物の状態に
よって多様な神経リズム現象が観測される. ヒト脳波として, δ波(0.5-3 Hz), 
θ波(4-7 Hz), α波(8-13 Hz), β波(18-34 Hz), γ波(35 Hz以上)などが知られて
いる. 同様に多くの哺乳動物の脳においても神経リズムが見られる. ラットの
海馬では, 周波数4-12Hzのθ波, 12-30Hz のβ波, 30Hz以上のγ波などの神経
リズムが観察される. また近年, 70 Hz以上のvery first oscillation(VFO)も観測
されている. 
これら脳内神経リズムは, LTP(本章第３節)と共に, 記憶・学習にも非常に関
与が深いと考えられており, さらにそれぞれの神経リズムは, 異なる機能を持
っているように思える. 例えば, マウスが, 新奇の環境に入れられ探索行動を始
めると, 海馬において探索行動初期にθ波が観測されその後β波が観測される
[77]. これは, 記憶の埋め込みにθ波が関わり, 想起にβ派が関わっていると解
釈できる. γ波は, 例えばT字迷路の岐路において, 左右交互に報酬を与え, マ
ウスに右→左→右→左の行動を学習させると, マウスが岐路に到達する直前に, 
海馬CA1で観測される[78]. この結果からγ波は, さらに高次な機能に関わるよ
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うに見える. また, これら神経リズムの相互作用も注目される. θ波とγ波の関
係は, 盛んに研究されており, θ波と重なって出現するγ波が観測されていた
り, その現象を記憶情報処理(短期記憶)のメカニズムのモデルとして提唱され
ていたり[79]と, 神経リズム同士の相互作用はまた重要な鍵を握っているだろ
う. さらには, 本研究で調べた非常にゆっくりなサーカディアンリズム(本章第
５節)と神経リズムとの相互作用も今後明らかにしなければならない重要な課題
である. 
げっ歯類において, θ波は特によく調べられている. θ波は, 中隔からのコリ
ン作動性神経とGABA性神経の入力の相互作用により生じていると考えられて
おり[80], 中隔の破壊によりθ波が消失したラットでは空間記憶・学習が阻害さ
れることや[81], 加えてθ波中にLTPが増強されるという報告[82]がある. これ
らの研究が示すように, θ波と記憶・学習, LTPは密接な関係があるだろう..  
これらの神経リズムは, 海馬スライスを用いたin vitro研究においても誘導さ
れることが確認されている. げっ歯類海馬スライスにおいて, コリン作動薬で
あるカルバコールを用いて, θ振動(4-12 Hz), β振動(12-35 Hz), γ振動(35 Hz
以上)が誘導され, 薬品なしでVFO(70 Hz以上)が生じることが確認されており, 
海馬が神経リズムを生成する能力を持つことが示されている. 前述のように, 
記憶・学習と神経リズム, LTPは互いに関与していると考えられる. 従って, 海
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馬スライスを用いた神経リズムとLTPの関与を調べた報告[11][12]は重要な意
義を持つ. これらの関係に関する研究を今後さらに進めることが, 記憶・学習に
おける脳内情報処理機構の解明に繋がると考えている. 
  
第５節 サーカディアンリズムとLight/Dark (LD) サイクル 
 
第１項 サーカディアンリズムの発現と LD サイクル 
生物は, 約24時間の内因性のサーカディアンリズムを刻んでいる. 恒常環境
下で継続するリズムは自由継続リズムと呼ばれ, 内因性の時計に従い, リズム
を刻む. 自由継続リズムは通常24時間より少しずれていると言われており, ヒ
トやラットなどのげっ歯類では, 24時間より数十分から一時間程度遅れている
[28]. 
自由継続リズムを刻む動物に, 外部から24時間の環境サイクルを与えると, 
それに同調して正確なリズムを刻むようになる. この24時間の環境サイクルと
して代表的な例が, Light/Dark (LD) サイクルである. 例えばラットをLDサイ
クル条件下で飼育してその自発運動を観測してみると, 光と同調するように正
確な24時間の活動サイクルが見られる(図 ２-2). すなわち, 外部に同調するよ
うになる. ＬＤサイクル条件下のラットは, 図で示したように, 正確に明かりと
同調するため, サーカディアンリズムの手がかりの一つとしてよく用いられる. 
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ラットを含むげっ歯類は, 夜行性であるため, LDサイクルのlight phaseで彼ら
の自発活動量は少なくなり, dark phaseで多くなる[76].   
サーカディアンリズム出現の分子メカニズムは, よく調べられており, 時計
遺伝子の発現振動であると考えられている. 現在, 時計分子間の転写翻訳を介
したネガティブフィードバックループモデルで説明されている [27]. 内在する
サーカディアン時計は, 入力系, 振動系, 出力系の 3 要素から構成される(図 
１-5). 入力系は上記の光などの外界からの因子に同調させる過程である. 振動
系は, 生理機能の周期性を生じさせる時計本体を指し, 上記の時計遺伝子の発
現振動をする. さらにこの振動系が生理機能を調節する過程が, 出力系である. 
時計本体は, この出力系で, 行動, 代謝, 細胞周期等を担う様々な遺伝子の発現
を調節することで, 標的遺伝子の発現に周期性を持たせている可能性がある. 
また, 神経伝達物質やホルモン分泌を介した生理機能の調節もこの出力系で行
われるだろう. しかしながら, 現在のところ, この出力系に関しては, 入力系や
振動系に対して研究が少ないとされている[28].  
サーカディアンリズムの中枢は, 視床下部にある視交叉上核 (SCN) に存在
すると考えられる. SCN を破壊すると, 活動, 体温, 脳内電気活動, メラトニン
やコルチコステロンなどのホルモン等のリズムが全て消失する [29]. SCN 破壊
により消失したリズムは, 別個体の SCN を移植することにより回復する [30]. 
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一方で, これまで知られているすべての時計遺伝子は, SCNのみならず, 海馬を
含む他の脳内部位や, 心臓や肝臓, 腎臓, 皮膚など全身にその発現が確認されて
おり, SCN と同様にサーカディアン周期で発現量が増減することが見つかって
いる. また, 発現遺伝子解析の結果から, さまざまな組織において, 数％から数
十％の遺伝子が周期発現していることが判明し, 組織特異的な生理機能の概日
リズム形成に関与していると考えられる[31].  
 
 
 
図 １-5. サーカディアンリズムの 3 要素 
入力系には, 光や食餌などの同調因子である. 遺伝子の発現振動は,振動系に当
たり, 覚醒/睡眠, 神経伝達物質量や代謝などが生理機能にあたる. 出力系は, ま
だ不明なことが多い. [28]より改変して使用した. 
 
第２項 サーカディアンリズム (LD phase) における記憶・学習 
近年, 記憶・学習パフォーマンスがサーカディアンリズムの影響を受けること
が明らかになってきている. 前述の分子時計の一つであるPeriod2時計遺伝子の
ノックアウトマウスを用いて, 海馬依存のfear conditioning paradigm を行うと, 
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ノックアウトマウスの回避能力が著しく低下する[32]. シベリアンハムスターに
おいて, 従来のSCNを破壊する方法ではなく, あるphaseでlightパルスを与える
と, サーカディアンリズムが消失する[33]. このサーカディアンリズムを消失さ
せたハムスターに, 海馬依存性の作業記憶の課題 (novel-object recognition task) 
をさせると, そのパフォーマンスが著しく低下する[33]. また, サーカディアン
リズムを刻むハムスターを用いて, LDサイクル中の様々な時間で同様に試験を
させたところ, サーカディアンリズム消失ハムスターと比べて, 全時間帯でパ
フォーマンスが高く, かつlight phaseの後半からdark phaseの時間帯にさらにパフ
ォーマンスが上昇した. これらの結果から, サーカディアンリズムが海馬依存
の記憶・学習に重要であるということ, 記憶・学習パフォーマンスがLD phase差 
(dark phaseで高くlight phaseで低い) を持つことが示唆される.  
他の記憶・学習課題において, そのパフォーマンスのLD phase差は, ラットを
用いた海馬依存作業記憶課題である8-arm radial maze taskを用いて調べてもまた, 
light phaseに比べてdark phaseで高いパフォーマンスを示す[34][37]. 同様にラッ
トを用いた海馬依存空間学習課題であるwater maze taskもまた, dark phaseで高い
パフォーマンスを示す[35]. Fear-conditioning paradigmにおいて, light phaseで形成
された記憶は, dark phaseより良いパフォーマンスを示す[41]. 
このように, 様々な研究が, 記憶・学習パフォーマンスのLD phase差を報告し
26 
ている. 
 
第３項 サーカディアンリズムと海馬で誘導される電気生理応答 
電極を埋め込んだラット海馬顆粒細胞のin vivo記録において, 求心性繊維刺
激に対するpopulation excitatory postsynaptic potential (pEPSP)と応答は, light phase
と比べてdark phaseで大きくなる[42][43]. Population spike (PS) 応答の大きさは, 
dark phaseで大きくなる[42][36]という説とlight phaseで大きくなる[43]という説
に分かれている. 同様にEPSP-spike (E-S) potentiationがdark phaseで生じる
[42][36], light phaseで生じる[43]という説に分かれている. 自由行動ラットを用
いた海馬歯状回におけるin vivo記録は, LTPがdark phaseで増強することを初めて
明らかにしている[36].  
興味深いことに, in vitro 海馬スライスで誘導されるLTPはまた, LD phase差を
見せる[38]. 図 １-6は, 海馬スライスCA1において, PS-LTPのLD phase差を観測
した報告である[39]. 図のようにlight phaseで海馬スライスを作製しlight phaseで
PS-LTPを測定したグループと, dark phaseでスライスを作製しdark phaseでPS-LTP
を測定したグループとを比較すると, それらのPS-LTPには違いが見られる(図 
１-6左下). 次に, light phaseでスライスを作製しdark phaseで測定すると, PS-LTP
は, dark phaseでスライス作製しdark phaseで測定した時と同程度の大きさになる
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(図 １-6右下). これらの結果は, PS-LTPのLD phase差は, スライスを作製する
phaseではなく, 測定するphaseに依存することを示している. すなわち, 海馬ス
ライスに内在する時計遺伝子によってLD phase差が生じている可能性を示唆し
ている.    
海馬スライスで誘導されるLTPのLD phase差は, 異なるげっ歯類で報告されて
いる.マウス海馬スライスCA1のpEPSPとPSにおけるテタヌス刺激によって誘導
されたLTPは, pEPSP-LTPとPS-LTP両方が, light phaseと比べてdark phaseで増強す
る[39]. 同様にPSのみを用いて調べられたハムスター海馬スライスのPS-LTPは, 
dark phaseで増強する[40]. マウスとハムスターは夜行性であり, 結果は, 自発活
動量が上昇するdark phaseにおいて, 海馬スライスCA1のLTPが増強している. PS
のみを用いて調べられたラット海馬スライスにおいて, 歯状回のPS-LTPは, light 
phaseと比べてdark phaseで増強するが, CA1のPS-LTPはdark-phaseと比べて
light-phaseで増強する[38]. ラットも同様に夜行性であり, 自発活動量のdark 
phaseで増加するが, CA1のPS-LTPの増強phaseは, 他のげっ歯類と一致しない(図 
１-7). 
以上のことから, まず in vivo ラット海馬顆粒細胞における刺激に対する応
答とLTPにLD phase差があることが分かる. また, それは他の部位との連絡を断
ち切った海馬スライスでさえ生じる. しかしながら, 他の夜行性げっ歯類と異
28 
なる, ラット海馬スライスCA1における, 自発活動量が増加するphaseと, LTPの
増加するphaseとが一致しない問題に関しては, 不明である. また, 海馬スライ
スに内在する時計遺伝子が, スライスに対してどのような影響を与えてLTPの
LD phase差を生じさせているのかに関しても未だ明らかになっていない. 
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図 １-6. 海馬スライス CA1 で誘導される PS-LTP の LD phase 差 
上: PS-LTPはstratum radiatumをテタヌス刺激して誘導される. 左下: 白と黒のバ
ーはそれぞれ, 12 h/12 hのLDサイクルにおけるlight phaseとdark phaseを示してい
る. Dark phaseでPS-LTPを記録すると, light phaseで記録した場合と比べて, 増強
したPS-LTPが得られる. 右下: Light phase で海馬スライスを作製し, dark phaseで
記録しても, 同様に増強したPS-LTPが得られる. このことは, 海馬スライスが, 
脳から切り離された後にlight phaseからdark phaseに状態を変化させたことを示
している. [39]より改変して使用. 
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図 １-7. 様々なげっ歯類の海馬 CA1 における PS-LTP の LD phase 差 
マウス(左上)とハムスター(右上)の海馬スライスCA1におけるPS-LTPのLD phase
差は, dark phaseで大きく, light phaseで小さい. しかしながら, 同じ夜行性である
ラット(左下)では, light phaseで大きく, dark phaseで小さい.  
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第６節 本研究の目的 
 
これまでに述べたように, 海馬とLTPは, 記憶・学習に深く関与している. そ
して海馬依存の記憶・学習パフォーマンスと海馬スライスで誘導されるLTPは, 
LD差を持っている. このことは, 海馬スライスを用いてLD phaseにおける記
憶・学習に対する影響を検討できることを意味する. 
  しかしながら, 海馬スライスで誘導されるLTPのLD差は, 未だ不明な点が多
い. まず, マウスやハムスターが, 自発活動量の増加phaseとCA1におけるLTPの
増強phaseが同調しているのに対して, 同じげっ歯類であるラットでは, 自発活
動量の増加phaseとCA1のLTP増強phaseとが一致しない. この理由に関しては分
かっていない. また, in vivoでpEPSPの刺激に対する応答やpEPSP-LTPの大きさ
にLD差が発見されているにも関わらず, ラットやハムスター海馬スライスでは, 
pEPSPの測定すらされていない. さらに, LTPでLD phase差が生じるメカニズム
に関しては明らかにされていない. 
  
本研究は, これらの疑問に応えるための新たな実験的仮説を提供し, その生
理的意義を検討することを目的とした. 
 
LTPが増強する一つの要因として, 脱抑制による増強が考えられる (第３節第
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４項). 抑制性神経の活動性は, LTPの大きさを調節することが明らかにされてい
る[44]. 加えて, 例えば網膜や脳全体において, GABA性神経の活動のサーカデ
ィアンリズムが観測されている[45][46]. 
先行研究において, ラット海馬スライスCA1の自発活動量の増加phaseと,増強
するphaseが一致しないLTPは, テタヌス刺激によって誘導された[38]. 本研究に
おいて, 私達は, LTPを誘導するためにTBSを用いた. LTP記録は, 海馬CA1の
pEPSPとPSで記録した. 
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第２章 実験方法 
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本研究は, 九州工業大学動物実験委員会の承認を得て行われた (承認番号
10-12). 実験データは, 62 匹の雄の Wistar 系ラット (3-5 週齢), 108 枚の海馬スラ
イスから得られた.  
 
第１節 ラットの飼育とグループ分け 
 
 ラットは, 12:12時間のLDサイクルの照明下で飼育された. LDサイクル内の時
間を表すためZeitgeber time (ZT) を用いた. ZT = 0 は, 照明の点灯ONを示して
いる. 実験する時間をコントロールするために, 照明の点灯時間 (ZT 0) を変更
して行った. 一方は, 8:00 amをZT 0 (図 ２-2A; LDグループ) とし, もう一方は, 
8:00 pmをZT 0 (図 ２-2B; DLグループ) とした. 後者の場合は, LDサイクルに自
発活動量リズムが適応するのに時間がかかる(図 ２-2B). 従って, LDサイクル
に適応させるために, 少なくとも７日間その条件下で飼育した. ラットのLDサ
イクル下での自発活動量は, SUPERMEX (MUROMACHI Co., Japan)を用いて測
定された(図 ２-1). CompACT AMS (MUROMACHI Co., Japan) ソフトウェアを
介して取り込まれた自発活動量のデータは, オープンソースソフトウェアであ
るChronuxを用いた χ2 検定によって, 自発活動量の周期を数値化した[48]. そ
の周期は, LDグループで24.03 ± 0.03 hours (mean ± standard error of the mean 
[s.e.m.]; n = 3), DLグループで23.95 ± 0.05 hours (n = 4) であり, 両者に違いはな
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かった (student’s t-test, p = 0.26).  
 海馬スライス実験を, これらの LD サイクルを用いて, ２つのグループに分け
て行った. LD サイクルの light phase で作製したスライスを light phase slices 
(light-phase) とし, dark phase で作製したスライスを dark phase slices (dark-phase) 
とした. 海馬スライス作製に関する詳細は, 後述する. Chaudhury 達[39]によると, 
LTP は LD サイクルの “記録する時間” に依存し, “スライス作製時間”に依存し
ない. 従って本研究では, これら 2 つの時間を同じフェーズで実施するために, 
light-phase は, ZT 4 で作製して ZT 5-11 で記録を行い, dark-phase は, ZT 14 で作製
して ZT 15-21 で記録を行った. これらの light-phase と dark-phase (LD phase)にお
ける実験結果を比較した. 
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図 ２-1. ラットの自発活動量測定システム 
SUPERMEX を用いた LD サイクル下の自発活動量測定. A: システムの外観. 外
部から光が入り込まないように, 黒いビニールで覆った. B: システム内部の様
子. ラットを入れた飼育ケージの上にセンサーを設置し, 1 分間毎の自発活動量
を検知し数値化して取り込んだ. 蓄積された自発活動量のデータは, CompACT 
AMS ソフトウェアを介してコンピュータに取り込んだ. また, このソフトウェ
アを介して, LD サイクルの照明設定を行なった. 
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図 ２-2. ラットの自発活動量のダブルプロット図 
A: LD サイクル. B: DL サイクル. 図上のバーは, 12 h/12 h の light (白) /dark (黒) 
の照明条件を示している. 図下の横軸は, ２日間の自発活動量を連続して表記
している. 図中の黒 ticks は, それぞれ自発活動量/1 min をプロットしたもので
ある. ZT = 0 は light の開始時間を示す. [85]より引用.  
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図 ２-3. Light-phase と Dark-phase (LD phase) 
図上矢印は, スライス作製時間, 黒バーは記録した時間を示す. 図白黒バーは, 
LD 条件を意味する. Light-phase は, ZT 4 でスライス作製して ZT 5-11 で記録を行
い, dark-phase は, ZT 14 でスライス作製して ZT 15-21 で記録を行った[85]. 
 
 
第２節 スライス作製法 
  
ラットをイソフルランで深く麻酔した後, 心臓を殴打して心停止させ, その
後, 速やかに開頭して脳を摘出した. 摘出した脳を, 95%の O2, 5%の CO2 の混合
ガスを十分に通し氷で冷やした artificial cerebrospinal fluid  (ACSF) に移し冷却
した. ACSF の組成は, 123 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 2 mM MgSO4, 
2 mM CaCl2, 10 mM Glucose, 26 mM NaHCO3 である.脳を十分に冷却させた後, 
左右両半球に分離し, 各半球をスライスしやすいようにトリミングした. トリ
ミングした脳半球をマイクロスライサー  (堂阪ＥＭ社製  D.S.K.Microslicer 
Zero1) に置き, サジタル断面でかつ海馬長軸方向に垂直方向に厚さ 450 µm の海
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馬スライスを作製した(図 ２-4). 作製したスライス標本に, 95%の O2, 5%の CO2
の混合ガスを通し, 32 ± 0.5℃に保たれたリカバリー槽に移してインターフェー
ス状態で保存した. 切断した影響を取り除くために, これらの海馬スライスを
少なくとも 1 時間は回復させ, 1 枚毎に測定チャンバーへ移してインターフェー
ス状態で記録を行った (図 ２-5A).  
 測定チャンバーにマイクロチューブポンプ (東京理化 EYELA MP-3N) を用い
て ACSF を灌流させた (流速：1.0-1.5 ml/min) . チャンバーを流れる ACSF は, 32 
± 0.5℃に保たれた. そして, 灌流液が流れる場所に海馬スライスを載せた(図 
２-5B). また, スライス表面に, 乾燥防止と酸素供給の為に, 95% O2, 5% CO2 の
混合ガスを含んだ水蒸気を常に供給させた.  
  
 
 
図 ２-4. 作製した海馬スライス 
図 １-2B に対応する特徴をイラストとして書き足している. 
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図 ２-5. インターフェース測定チャンバー装置 
A: チャンバーでの記録の様子. 湿った混合ガスが逃げないように蓋をして記録
を行っている. 図真中右が刺激電極, 左が記録電極である. B: チャンバーの模
式図. チャンバー中央に海馬スライスをインターフェース状態で置き, ACSF は, 
橙矢印の向きで灌流された.  
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第３節 LTP 実験法 
 
 記録電極として, ACSFを満たした抵抗1-2 MΩのガラス微小電極 
(HIRSCRMANN LABORGERATE 社製) を用いた. その記録電極を, PSとpEPSP
を測定するためにそれぞれ, CA1のstratum pyramidaleとstratum radiatumに配置し
た(図 ２-6A). 記録電極からの信号は, 増幅器 (CYGNUS Technology, Inc., 
Delaware Water Gap, PA, USA) で1000倍に増幅され, 3 kHzのローパスフィルタ
ー, 1 Hz のハイパスフィルターを通された. 増幅した信号は, pClamp9.2ソフト
ウェア (Molecular Probe Co., USA) を介してサンプリング周波数10 kHzでデジ
タル化し, コンピュータに取り込まれた.  
 刺激電極として, 外径 300µm の同心円双極性刺激電極 (FHC Inc., USA) を用
いた. その刺激電極を, CA1 の stratum radiatum に配置した. TBS は, 100 Hz で 5
発のバーストを 5 Hz で 5 発与えた(図 ２-6B). 刺激パルスの duration は, 100 µs
である. テストパルスは, 60 s 毎に 1発与えた. 刺激強度は, pEPSPの最大応答の
50 ± 5%, PS の最大応答の 20 ± 5%になる強度に設定された. 用いた刺激強度は, 
light-phase で 43.6 ± 2.1µA (n = 11), dark-phase で 41.9 ± 2.5µA (n = 8)であり, 両者
に違いはなかった (student’s t-test; p = 0.60). 設定した刺激強度を, テストパルス
と TBS に適用した.  
  pEPSP slope は, 図 ２-7A のように,刺激開始から 3.0-3.5 ms 後の 0.5 ms 間を, 
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最小二乗法を用いて算出された. PS amplitude は, 図 ２-7B のように, ２つのポ
ジティブピーク間を結んだ線とネガティブピークから垂直な線との交点までの
電位で定義された. PS latency は, 刺激開始から最初のネガティブピークまでの
時間で定義された(図 ２-7B). Relative pEPSP slope, relative PS amplitude, relative 
PS latency は, TBS 前の 10 min の平均値を用いて正規化された値である. Mean 
relative pEPSP slope, mean relative PS amplitude, mean relative PS latency は, それぞ
れ, relative pEPSP slope, relative PS amplitude, relative PS latency のデータを 5 分ご
とに分けてそれぞれ平均した値である. これらの値は, 統計 解析するために用
いられた. (第 1 章第 6 節) . Magnitude of pEPSP-LTP, magnitude of PS-LTP を, それ
ぞれ relative pEPSP slope, relative PS amplitudeのTBS後における 35-40 minの平均
値として定義した.  
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図 ２-6. 刺激電極と記録電極の配置と TBS パターン 
A: 刺激電極は, Schaffer collateral に配置され, 記録電極は, Schaffer collateral と
stratum pyramidaleに配置された. それらの記録電極からそれぞれ pEPSP, PSが記
録された. B: 実験で用いた TBS パターン. 横軸は時間を示し, 図下の時間間隔
で刺激した. 刺激強度は, 本文中で記載した強度を用いている. [85]より改変し
て使用. 
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図 ２-7. 異なる刺激に対する応答 
異なる刺激に対するpEPSP応答 (A)とPS応答 (B) の典型例を示す. 刺激強度を, 
20～100 μA に設定し (C), 図中のイラストは, 刺激強度ごとにそれぞれ線の種
類を変えて表記している. pEPSP slope (A) と PS amplitude, PS latency (B) は定義
された[85]. スケールは, 2 mV, 5 msec. 
 
 
第４節 Paired-pulse 実験法 
 
 Paired-pulse 刺激には, 10 ms 間隔で 2 発の連続刺激を用いた. この短い間隔で
刺激すると, 2発目の刺激への応答が減少する. この抑制は, GABA性伝達によっ
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て調節される. 実際, PS amplitudeの paired-pulse inhibition (PPI) は, CA1で観測さ
れており, この PPI は GABAA受容体アンタゴニストの投与によって阻害される
ことが明らかになっている[48]. これは, 海馬 CA1 のリカレント抑制の存在を示
唆している(図 ２-8B). 10 msから 20 ms持続するGABAAフィードバック抑制は, 
リカレント抑制性神経によって錐体細胞で発生する. PPI を測定する手法の一つ
として, 逆行性-順行性  (antidromic-orthodromic; a-o) 刺激が提案されている[49]. 
Papatheodoropoulos と Kostopoulos[49]によると, a-o 刺激は, 1 発目に逆行性刺激を
与え, その 10 ms後に 2発目の順行性刺激を与える手法であり, 2本の刺激電極を
用いて別々の経路で paired-pulse刺激することによって, 1本の刺激電極を用いて
単一の経路を paired-pulse 刺激する手法に比べて, より確実にリカレント抑制を
調べることが出来る. 本研究においても, この a-o 刺激を用いてリカレント抑制
を調べた.  
 2 本の刺激電極は, CA1 の stratum radiatum と stratum oriens/alveus に配置され, 
記録電極は, stratum pyramidaleに配置された (図 ２-8A). 1発目の刺激は, stratum 
oriens/alveusに配置された刺激電極から与えられ, 逆行性PSが得られた. 逆行性
PS amplitude は, 図 ２-9 のように, ネガティブピークから垂直に引いた線と, 刺
激の終点からポジティブピークを結んだ線との交点から電位を求めた. 刺激強
度は, この逆行性 PS の最大応答の 50%を用いて与えられた. その 10 ms 後の 2
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発目の刺激は, stratum radiatum に配置された刺激電極から与えられ, 逆行性刺激
無しで刺激した場合(図  ２-10A)と比べて小さい順行性 PS が得られた(図 
２-10B). 順行性刺激強度は, 10 ms 先行した逆行性刺激の有りと無しの場合でそ
れぞれ, 20-200 µAの範囲の強度で与えられた (図 ２-10). Light-phaseで逆行性刺
激有りの時, 順行性 PS の波形が現れ尚且つ抑制が最大になった 80 µA の順行性
刺激強度を用いた. 得られた順行性 PS から, pEPSP slope (図 ２-10) と順行性 PS 
amplitude を算出した (3 節; 図 ２-7B 参照).  
 PPI ratio (% inhibition)を, 次の式から算出した： 
PPI ratio (%)100
amplitudePS
amplitudePS1 ×





−=
順行性逆行性刺激無しの時の
順行性逆行性刺激有りの時の
  
また, pEPSP ratio  (% change) を, 次の式で定義した： 
pEPSP ratio (%)100
slopepEPSP
slopepEPSP1 ×





−=
逆行性刺激無しの時の
逆行性刺激有りの時の
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図 ２-8. 刺激電極配置図と海馬模式図 
A: 記録電極は, stratum pyramidale に配置され, 刺激電極は, Schaffer collateral と
stratum oriens/alveus に配置された. それらの刺激電極から paired-pulse 実験が行
なわれた. B: Aの点線部を拡大したCA1模式図. 錐体細胞の出力を入力として受
けて活性化する, リカレント抑制性神経を灰色で描いた. Paired-pulse 刺激は, 逆
行性-順行性刺激の順番で 10 msec 間隔で与えた. [85]より改変して使用. 
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図 ２-9. 異なる刺激に対する逆行性 PS 応答 
異なる刺激に対する逆行性 PS の典型例を示す. 刺激強度を, 20～100 μA に設
定し, 図は, 刺激強度ごとにそれぞれ線の種類を変えて表記している[85]. スケ
ールは, 1 mV, 3 msec.. 
 
図 ２-10. 逆行性-順行性 (a-o) 刺激 
a-o刺激は, まず, 逆行性刺激のみの時の順行性PSを測定した(A). 逆行性刺激を
10 msec 先行して与えると, 順行性 PS は抑制された(B). 太線は, 80 μA で刺激
したときの応答を示している[85].  
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第５節 局所投与法 
 
 局所投与ピペットは, ガラス微小電極の先端を折って, 記録電極から 250 µm
離して配置された. 海馬スライスを図 ２-11 のように CA1 が ACSF の灌流方向
の下流になるように置き, 局所投与する溶液が他の部位に拡散しないようにし
た. すなわち局所投与ピペットは, CA1 stratum pyramidale に溶液を投与するが, 
stratum radiatum に拡散しないように配置した. 局所投与は, シリンジポンプ 
(Harvard Apparatus Ltd., U.S.A) を用いて, ピペット後部より圧力をかけ, 流速 50 
µl/hour で行った.  
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図 ２-11. 局所投与実験の様子 
局所投与は, 図のように実施した. 投与が上手くいっているか確かめるために, 
局所投与ピペットにクレシルバイオレット 0.5%を詰めて(B), 投与した. C: クレ
シルバイオレットの局所投与後の写真. 紫部分は, 錐体細胞に投与され, Schaffer 
collateral に拡散しないように実験した. 
 
51 
第６節 統計解析法 
 
LTP実験において, mean relative pEPSP slope, mean relative PS amplitude, mean 
relative PS latency (第1章第3節) において,異なる群間で違いがあるかどうかを 
two-way repeated measures ANOVAを用いて比較された. ポストホックテストと
して, Bonferroni’s t-testを用いた.  
 全ての結果の値を, 平均値±標準平均誤差 (standard error of the mean; s.e.m.) 
で示した. 有意水準の閾値は, α= 0.05 を用いた. 統計解析は, ソフトウェア
StatView  (SNS Institute Inc.,U.S.A.) を用いて算出した.  
 
第７節 薬品 
 
 本実験では, 表 2-1の薬品を使用した. その薬品は, 全てSIGMA社製品を利用
した. また, 本章第 2 節における ACSF 作成のための試薬と, 本章第 5 節のクレ
シルバイオレット(CRECYL VIOLET ACETATE)は, 全て和光純薬工業株式会社
より購入された. 
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表 2-1. 使用した薬品 
薬品名 作用 
SR95531 (gabazine) GABAA受容体阻害薬 
CNQX 
( 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione) 
AMPA 受容体阻害薬 
AP5  
( DL-2-Amino-5-phosphonovaleric acid) 
NMDA 受容体阻害薬 
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第３章 実験結果 
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第１節 LD phase における pEPSP と PS 
 
TBS 前の pEPSP と PS において, LD phase で違いがあるかどうかを調べた. 
はじめに, LD phase で得られた pEPSP と PS が, AMPA 受容体によって生じて
いるのかどうかを確かめるため, AMPA/カイニン酸受容体阻害薬である CNQX 
10 µM を, 2 章 3 節で定義された刺激強度を用いて, 30 分間投与した(図 ３-1). 
CNQX 投与 30 分後において, LD phase 共に, PS が完全に消失し, pEPSP はほと
んど阻害された. CNQX 投与後 25-30 分間の mean relative pEPSP slope は, 
light-phase で 0.11±0.02 (n = 3) , dark-phase で 0.10±0.03 (n = 4) であり, 両
者に差は無かった (student’s t-test, p = 0.88). この結果は, LD phase 共に, pEPSP
が AMPA/カイニン酸受容体を介して生じていることを示唆している.  
図 ３-2 は, LD phase における, TBS 前に記録した異なる刺激強度に対する応
答を示す. 刺激強度は, 20 µA から 200 µA までの範囲 (20-100 µA までは 20 µA
刻み, 100-200 µA は 100 µA 刻み) で与えた. pEPSP slope (図 ３-2A) と PS 
amplitude の応答 (図 ３-2B) は, 刺激強度を大きくするに伴って大きくなり, 
200 µA の刺激強度で飽和した . これらの応答は , light-phase (n = 6) と
dark-phase (n =5)で違いが見られなかった (two-way repeated measures ANOVA; 
p = 0.78 in pEPSP and p = 0.99 in PS). 図 ３-3 は, light-phase と dark-phase にお
ける, 図 ３-2B の PS 応答から得られた PS latency の異なる刺激強度に対する
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応答を示す. PS latency は刺激強度を強めるにつれて, 短くなっていることがわ
かる. LD phase 差において, PS latency はまた, 有意差がなかった (two-way 
repeated measures ANOVA; p = 0.98; n = 6, and 5 at light and dark phase, respectively). 
これらの結果から,コントロール刺激におけるグルタミン酸介在性 AMPA 受
容体による pEPSPと, その後のPSが, 各LD期で, 変わらないことが示唆され
る. 
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図 ３-1.  LD phase における AMPA 受容体の関与 
AMPA/カイニン酸受容体阻害薬であるCNQX 10μMの投与30分後のpEPSP (A), 
PS (B) の典型例を示す. それぞれ図左が light-phase, 図右が dark-phase の投与結
果を示す. 灰色が CNQX 投与前の応答, 黒が投与後の応答の波形を示す. CNQX
投与によって PS が完全に消失し, pEPSP もほとんど阻害されていることがわか
る. 少し残っている部分は NMDA 受容体依存性興奮性シナプス後電位と考えら
れる．スケールは, 1 mV, 5 msec.  
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図 ３-2.  LD phase における異なる刺激強度に対する応答 
pEPSP (A) と PS (B) で刺激強度に対する応答に差は無かった. 挿入図は , 
light-phase (白丸) と dark-phase (黒丸) における 40 µA で刺激した時の応答を示
す. プロットは, シグモイド関数を用いてフィットした.それぞれの応答は, 大
体 200 µA の刺激強度で飽和した[85]. スケールは, 1 mV, 5 msec. 
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図 ３-3 LD phase における異なる刺激強度に対する PS latency 
PS latency に異なる刺激強度に対する応答に差は無かった. PS latency の値は, 図 
３-2B の PS の波形から得られた. 曲線は, ノンパラメトリック回帰を用いて描
いた. 
 
第２節 LD phase で誘導される LTP 
 
pEPSP-LTP と PS-LTP は, LD phase で比較した.  
図 ３-4 は, TBS によって誘導された pEPSP-LTP を示す. TBS は, LD phase
両方で, 少なくとも 40 分間増強が持続する pEPSP-LTP を誘導した(図 ３-4A). 
LD phase で, mean relative pEPSP slope に差はなかった (two-way repeated 
measures ANOVA; p = 0.99; n = 12, and 10 at light and dark phase, respectively). 
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Magnitude of pEPSP-LTP は, light-phaseで 1.37 ± 0.05  (range 1.12–1.81) , dark 
phase で 1.42 ± 0.13  (range 0.95–2.46) だった(図 ３-4B). 
同様に, 図 ３-5 は, TBS によって誘導された PS-LTP を示す. LD phase で, 
mean relative PS amplitude は, 有意に異なった (two-way repeated measures 
ANOVA; ***p < 0.0001; n = 10, and 10 at light and dark phase, respectively). そして, 
図 ３-5Bが示すように, magnitude of PS-LTPは, dark-phaseで有意に大きかった 
(1.96 ± 0.19; range 1.14–3.23; Bonferroni’s t-test; ***p = 0.0003 < 0.001) .  
加えて, 図 ３-6A のように, TBS 前後で relative PS latency は, 有意に短くなり 
(two-way repeated measures ANOVA; ***p = 0.0001), そして light-phase と
dark-phase における relative PS latency は有意に異なっていた (two-way 
repeated measures ANOVA; *p = 0.02; n = 10, and 10 at light and dark phase, 
respectively) . TBS 後 35-40 分の relative PS latency に有意差こそなかったが, light 
phase (0.90 ± 0.03) より dark-phase (0.94 ± 0.02) の方が短い傾向にあった (図 
３-6B; Bonferroni’s t-test; p = 0.23) . 
LTPには, NMDA受容体を介して生じる脱分極性のLTPと, 電位依存性Ca2+
によって生じるLTPなどその他の機構が報告されている (第 1章第 3節第 2項). 
そこで, LD phase で誘導された LTP の機構に違いがあるのかどうかを, NMDA
受容体阻害薬であるAP5 30 µMを20分間投与してからTBSを与えた (図 ３-7). 
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AP5 の投与は, pEPSP slope(図 ３-7A)と PS amplitude(図 ３-7B)において, LD 
phase 両方で LTP を生じさせなかった. Mean relative pEPSP slope と mean 
relative PS amplitude は, LD phase で違いが無かった (two-way repeated 
measures ANOVA; p = 0.89 in pEPSP, p = 0.99 in PS; n = 3, and 4 at light and dark 
phase, respectively). そして, TBS 後 35-40 分間の mean relative pEPSP slope と
mean relative PS amplitude は, TBS 前のそれらと比較して, 変化しなかった
(Bonferroni’s t-test; p = 0.20 in pEPSP, p = 0.15 in PS).  
 これらの結果から, LD phase で誘導された pEPSP-LTP と PS-LTP は, 両方
でそれぞれ NMDA 受容体依存性脱分極性の LTP であることが分かった. そし
て pEPSP-LTP は LD phase で違いはないが, PS-LTP は, dark-phase で大きく, 
light-phase で小さいという違いがあった. 
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図 ３-4.  LD phase における pEPSP-LTP 
pEPSP-LTP に違いはなかった. A: Relative pEPSP slope を light-phase (白丸)と
dark-phase (黒丸) をプロットした. 矢印 (time 0) は TBS を与えた時間を示す. 
挿入図は, TBS 前 (灰三角形に対応する)と TBS 後 (黒三角形に対応する) の
pEPSP 応答である. B: Magnitude of pEPSP-LTP に LD 差はみられなかった. スケ
ールは, 1 mV, 5 msec. [85]より引用. 
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図 ３-5.  LD phase における PS-LTP 
PS-LTPは, dark-phaseで増強した. A: Relative PS amplittudeの時間経過. 挿入図は, 
TBS前 (灰三角形に対応する)とTBS後 (黒三角形に対応する) の PS応答である. 
B. Magnitude of PS amplitude は, light-phase に比べて, dark-phase で大きかった. ス
ケールは, 1 mV, 5 msec. ***p<0.001. [85]より引用. 
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図 ３-6  LD phase における TBS による PS latency の変化 
A: TBS によって PS latency は短くなった. それらの LD phase 差は, dark-phase で
短い傾向があった. しかしながら, TBS 後 35-40 分の Relative PS latency の平均値
には, 有意差がみられなかった.  
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図 ３-7.  LD phase における NMDA 受容体阻害の作用 
Light-phase (白丸) と dark-phase (黒丸) において, pEPSP (A)と PS (B)は, 30 µM 
AP5 により LTP を阻害された. 図中黒バーは, 20 分間 AP5 を灌流投与したこと
を示す. LD phase 共に AP5 投与によって LTP が生じなかった. 挿入図のスケー
ルは, 2 mV, 5 msec. 
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第３節 LD phaseにおけるpaired-pulse inhibition (PPI)の変化 
 
第１項 LD phase における逆行性 PS 
 Paired-pulse 刺激は, 順行性刺激に 10 ms 先行して逆行性の刺激を与えた (第 2
章第 4 節) . LD phase で, 異なる刺激強度に対する逆行性 PS 応答を比較した (図 
３-8). 刺激強度は, 20 µA から 200 µA まで変えて与えた. 逆行性 PS 応答は, 
light-phase (n = 7) と dark-phase (n = 6) で違いが無かった  (two-way repeated 
measures ANOVA; p = 0.95). Paired-pulse 刺激において, この逆行性刺激は, CA1
のリカレント抑制性神経を駆動する  (図 ２-8B) . 従って, 得られた結果は, LD 
phase でリカレント抑制を駆動する大きさが同じであることを示す. また, 逆行
性刺激への PS 応答は, 化学シナプスを介さない. 抑制性神経の IPSP の影響を受
けない. よって, LD phase における錐体細胞では, 内在的な興奮性に違いが無い
といえる. 
 
第２項 LD phase における PPI 
 LD phase でリカレントな抑制性神経に違いがあるかどうかを調べるために, 
両者で paired-pulse 刺激実験を行った. 逆行性刺激は, Basket cell などのリカレン
ト抑制性神経だけで無く, EPSP を生成するシナプス部位に作用する O-LM cell 
(図 １-2C) を活性化させる可能性もあり, また逆行性 PS がシナプス部位に伝搬
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することで pEPSP にも作用する可能性がある. それらの影響に違いがあるかど
うかを調べるために, PS の波形から pEPSP 成分を記録し, pEPSP ratio を算出し
た. 
図 ３-8 の逆行性 PS の刺激応答における最大値の 50%の刺激強度を用いて
paired-pulse刺激をLD phaseで行なった. LD phaseにおいて, paired-pulse刺激によ
って, その 2 発目である順行性 PS 応答は大きく減少したが, その PS 応答から算
出した pEPSP 成分は僅かに増強した(図  ３ -9A). その PS 応答の減少は , 
dark-phaseで小さいことが分かる. ここで, 図 ３-9Bに示したように, PPI ratioと 
pEPSP ratio を LD phase で比較した. PPI ratio (% inhibition) は, light-phase (72.75 ± 
7.10; n = 12) と比較して, dark-phase (40.74 ± 12.55; n = 7) で有意に低かった (図 
３-9B 右; student’s t-test, *p = 0.03 < 0.05). pEPSP ratio (%) は, light-phase (110.72 ± 
4.94; n = 8) と dark-phase (図 ３-9B 左; 40.74 ± 12.55; n = 7) で差が無かった 
(111.22 ± 7.38; n = 5) .  
 a-o 刺激を用いた PPI が, リカレントな GABAA抑制性神経によって生じるこ
とは, 明らかにされている[49]. 従って, 結果は, light-phase と比べて dark-phase
でリカレント抑制性神経の脱抑制が生じていることを示唆している.  
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図 ３-8.  LD phase における異なる刺激強度に対する逆行性 PS 応答  
挿入図は, 40 µA の刺激強度時の逆行性 PS 応答を示す. 異なる刺激強度に対する
逆行性 PS 応答に LD phase 差は無かった. また, それぞれの応答は, 大体 200 µA
の刺激強度で飽和した. 刺激強度に対する応答曲線は, シグモイド関数を用い
てフィットさせた.スケールは, 2 mV, 5 msec. [85]より引用. 
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図 ３-9.  LD phase における PPI 
A: Light-phase と dark-phase における a-o 刺激応答の典型例. 80 µA 時の順行性刺
激への応答 (灰色) と a-o刺激応答 (黒色). Light-phaseに比べ dark-phaseでは, a-o
刺激の 2 発目の刺激に対する応答が大きいことがわかる. B: pEPSP ratio (%)と
PPI ratio (% inhibition). PPI ratio は, dark-phase で有意に低かった. スケールは, 1 
mV, 5 msec. *p<0.05. [85]より引用. 
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第４節 Light-phase への gabazine の局所投与 
 
第１項 Light-phase への gabazine 局所投与における PPI 変化 
PPI ratioは, light-phaseに比べてdark-phaseで低かった  (図 ３-9) . これらの差
は, リカレント抑制性神経の抑制度合いの違いを反映していると考えられる. 
従って, dark-phase と同程度にリカレント抑制性神経を脱抑制させる濃度を調べ
るために, GABAA 受容体の阻害薬である gabazine を濃度別に局所投与した. 局
所投与は, 20 分間行なった. 
 Light-phase における CA1 錐体細胞への gabazine の局所投与は, 濃度依存的に
PPI ratio (% inhibition) を低くした (図 ３-10D; 83.80 ± 4.99, 74.30 ± 9.77, 53.73 ± 
9.76, and 31.56 ± 9.01; n = 10, 5, 5, and 5 at 0, 0.5, 1, and 2 µM gabazine, respectively). 
これらは, 有意に異なった (one-way repeated measures ANOVA; p = 0.0004). そし
て, ACSF の局所投与と比較して, gabazine 2 µM の局所投与は, PPI ratio を有意に
低くした (p = 0.0008 [0 vs. 2 µM gabazine] by Scheffe’s test as post-hoc test). さら
に, Gabazine 2 µM の局所投与は, PPI ratio を前節の図 ３-9B で示した dark-phase
と同程度まで PPI ratio を低くした. しかしながら, gabazine の局所投与は, pEPSP 
ratio  (%)  に影響を与えなかった (図 ３-10C; 105.64 ± 1.53, 103.36 ± 7.66, 
106.22 ± 4.66, and 104.28 ± 4.58; n = 10, 5, 5, and 5 at 0, 0.5, 1, and 2 µM gabazine, 
respectively). それらに差は無かった (one-way repeated measures ANOVA; p = 
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0.97). これらの結果は, light-phase スライスにおける CA1 錐体細胞への局所投与
が, PPI を dark-phase に近づけることを示唆している. 加えて, これらの結果は, 
PPI ratio が GABA 性のリカレント抑制を反映していることを裏付ける. 従って, 
dark-phase におけるリカレント抑制性神経は, light-phase において gabazine 2 µM
の局所投与をした時と同程度脱抑制されていることが示唆される. 
 
 
 
71 
 
図 ３-10. Light-phase への gabazine の局所投与における PPI 
A: Light-phase への gabazine 局所投与における PPI 実験の模式図. 図の下側が溶
液の流れの上流を示している. シリンジポンプからACSFあるいはgabazineを局
所投与した. B: ACSF と gabazine 2 µM 投与時における a-o 刺激応答. Gabazine の
局所投与によって pEPSP ratio は変わらずに (C), PPI ratio のみが減少した (D).
スケールは, 1 mV, 5 msec. ***p<0.001. [85]より引用. 
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第２項 Light-phaseへのgabazineの局所投与におけるLTP変化 
 本節第 1 項で, light-phase への gabazine 2 µM の局所投与は, リカレント抑制性
神経の脱抑制を dark-phase と同程度にした. 第 3 章第 2 節において, dark-phase の
PS-LTP の大きさは, light-phase と比べて, pEPSP-LTP の大きさは変わらずに増強
した. ここで, light-phase への gabazine 2 µM の局所投与によって, PS-LTP のみの
増強が生じるかどうかを実験した. 
 はじめに, light-phaseへの gabazine 2 µMの局所投与によって pEPSP slope とPS 
amplitude が変化するのかどうかを調べた(図 ３-11). Gabazine 局所投与後 15-20
分を平均した relative pEPSP slope と relative PS amplitude は, 両者とも ACSF の局
所投与と比較して, 差がなかった (図 ３-11C; Student’s t-test, p = 0.20 and 0.17 at 
pEPSP slope and PS amplitude; n = 6 [+ACSF] and 5 [+gabazine]) . その時の値は, 
relative pEPSP slope で 1.04 ± 0.02 (+ACSF) と 1.01 ± 0.01  (+gabazine), relative PS 
amplitude で 1.01 ± 0.03 (+ACSF) and 1.09 ± 0.04 (+gabazine) だった.  
 次に, light-phase へ gabazine 2 µM を 20 分間局所投与した状態で TBS を与え, 
LTP を誘導した. 前述と同様に, ACSF の局所投与のデータと比較した. 図 ３-13
は, light-phase への gabazine の局所投与が PS-LTP を増強させたことを示す. Mean 
relative PS amplitude は, ACSF (n = 6) と gabazine (n = 5)  の局所投与で有意に異
なった (two-way repeated measures ANOVA; ***p < 0.0001). Gabazine の局所投与
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における magnitude of PS-LTP (3.79 ± 0.69) は, ACSF 投与 (1.99 ± 0.17) と比較し
て有意に大きかった (図 ３-13B; 1.99 ± 0.17; Bonferroni’s t-test; ***p = 0.0003 < 
0.001). 図 ３-12 は, light-phase への gabazine の局所投与が pEPSP-LTP に影響を
与えなかったことを示す. Mean relative pEPSP amplitude は, ACSF (n = 6) と
gabazine (n = 5) の局所投与で差が無かった (two-way repeated measures ANOVA; 
p = 0.48). 局所投与における magnitude of pEPSP-LTP の値は, ACSF で 1.35 ± 0.07, 
gabazine で 1.40 ± 0.05 であった(図 ３-12B). 
 また, 図 ３-14に示したように, gabazine局所投与におけるTBS後のPS latency
は, 短くなった. Mean relative PS latency は, ACSF (n = 6) と比較して, gabazine (n 
= 5) で有意に異なった (two-way repeated measures ANOVA; ***p = 0.0001). 局所
投与における TBS 後 35-40 分を平均した relative PS latency の値は, ACSF (0.94 ± 
0.03) と比較して , gabazine (0.85 ± 0.02) で有意に短かった  (図  ３ -14B; 
Bonferroni’s t-test; **p = 0.004 < 0.01).  
 これらの結果は, light-phase への gabazine 2 µM の投与が, dark-phase の LTP 同
様, PEPSP-LTP の大きさには影響せず, PS-LTP のみ増強させることを示唆してい
る. 
74 
 
図 ３-11. Gabazine の局所投与は pEPSP と PS を変化させない 
A: Light-phase への ACSF あるいは gabazine 2μM の局所投与は, 20 分間行なわれ
た. 2 つの記録電極から pEPSP と PS 応答を得た. B: Gabazine 投与前 (灰色)と局
所投与 20 分後の pEPSP と PS 応答の典型例. C: ACSF あるいは gabazine の局所投
与後 15-20 分間における relative pEPSP slope と relative PS amplitude の平均値の比
較. TBSなしで, gabazineの局所投与はpEPSPとPSの大きさを変化させなかった. 
スケールは, 1 mV, 5 msec. [85]より引用. 
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図 ３-12. Gabazine の局所投与は pEPSP-LTP に影響しない 
A: Light-phase への gabazine 2 µM の局所投与は, pEPSP-LTP に影響しなかった. 
黒バーは, ACSF あるいは gabazine を 20 分間局所投与していることを示す. B: 
Magnitude of pEPSP-LTP の比較. スケールは, 1 mV, 5msec. [85]より引用. 
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図 ３-13.  Gabazine の局所投与は PS-LTP を増強させる 
A: Light-phase への gabazine 2 µM の局所投与は, PS-LTP を増強させた. B: 
Magnitude of PS-LTP の比較. スケールは, 1 mV, 5msec. ***p<0.001. [85]より引用. 
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図 ３-14  Gabazine の局所投与は PS-latency を短くする 
A: Light-phase への gabazine 2 µM の局所投与は, PS-latency を短くした. B: TBS 後
35-40 分間における relative PS latency の平均値の比較. **p<0.01 
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第５節 Light-phase への低濃度 gabazine の灌流投与 
 
第１項 Light-phaseへの低濃度gabazine灌流投与におけるPPI変化 
海馬スライスへの GABAA 受容体の阻害は, 自発的な発作性発火 (すなわち, 
てんかん様発火) を引き起こし[23], そのてんかん様発火の出現と共に, pEPSP 
応答の増強が確認されている[24]. そして,てんかん様発火出現時の増強した
pEPSP応答にTBSを与えた時, pEPSPの更なる増強の余地が十分残っているにも
関わらず, LTP 形成は阻害される[26]. てんかん様発火には, feed-forward 抑制が
強く関与すると考えられるため, 本章第 4 節では, リカレント抑制性神経へ局所
的に gabazine を投与した. 本節では, light-phase へてんかん様発火を生じさせな
い程度の低濃度の gabazine を用いて, 海馬スライス全体に灌流投与することで, 
PPI の減少と, LTP の増強 (dark-phase と同程度になるかどうか)を検討した.   
 Light-phase への gabazine 0.2 µM の灌流投与は, てんかん様発火を生じさせな
かった. この濃度で 30 分間灌流投与し, a-o 刺激による PPI 実験を行なった. 比
較対象には, light-phase の PPI 実験結果(図 ３-9)を用いた. 図 ３-15 に示したよ
うに, light-phaseへの gabazine 0.2 µMの灌流投与は, 局所投与と同様にPPIを減
少させた. PPI ratio (% inhibition) は, light-phase (72.75 ± 7.10; n = 12) と比較して, 
+ gabazine (31.4 ± 2.8; n = 5) で有意に低かった (student’s t-test, **p = 0.002 < 
0.05).    
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 図 ３-10 における light-phase への gabazine 局所投与では, 0.5 µM の濃度におい
ても PPI の減少は見ることができなかったが, 灌流投与は, 0.2 µM の濃度で減少
をみせた. これらの違いは, 局所投与と灌流投与のスライスに対する投与範囲
の違いかもしれない. 局所投与は記録している錐体細胞周辺の一部の範囲にし
か投与されない(図 ２-11). 従って, 局所投与と比べて灌流投与は, リカレント
抑制を阻害する範囲が広いため, より低濃度で効果がでたものと考える. もし
くは, 次項で実験する feedforward 抑制の影響によるものかもしれない. 
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図 ３-15. 低濃度 gabazine の灌流投与は PPI を減少させる 
挿入図は, gabazine 0.2 µM を 30 分間灌流したときの順行性刺激(o)への応答 (灰
色) と a-o 刺激応答 (黒色)の典型例である. PPI は, 図 ３-9A の light-phase の結
果と比べて, 有意に減少した. **p<0.01 
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第２項 Light-phaseへの低濃度gabazine灌流投与におけるLTP変化 
 てんかん様発火を生じさせない低濃度の gabazine の light-phase への灌流投
与は , PPI を減少させた . ここで , この灌流投与が pEPSP slope と PS 
amplitudeに影響を与えるかどうか, またLTPがdark-phaseと同じように増強
するかどうかを調べた. 比較対象として, pEPSP と PS でそれぞれ図 ３-4 と図 
３-5 の light-phase のデータを用いた. 
 まず, light-phase へ gabazine 0.2 µM を 30 分間灌流したときの pEPSP と PS
応答を測定した(それぞれ, 図 ３-16B, 図 ３-17B の左のグラフ). Gabazine 灌流
投与後の 25-30 分間 (TBS 前の 0-5 分間) の relative pEPSP slope (n = 6) と
relative PS amplitude (n = 6) の平均値は, gabazine 投与なしの light-phase と
比べて, 有意に増加した(student’s t-test, *p = 0.02 in pEPSP, *p = 0.03 in PS). この
ことは, dendrite への feed-forward 抑制性神経の存在を裏付ける(第１章第３節
第４項).  
 次に, gabazine を 30 分間灌流した後, TBS によって pEPSP-LTP(図 ３-16)と
PS-LTP(図 ３-17)を誘導した. その結果, magnitude of pEPSP LTP と magnitude of 
PS LTP は, 両方とも gabazine 投与なしと比較して, 有意に増強した(student’s 
t-test, **p = 0.002 in pEPSP, ***p = 0.001 in PS). Dark-phase と同様に, PS-LTP が大
きく増強しているが, 同時に pEPSP-LTP も増強していることがわかる.  
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 これらの結果から, 低濃度 gabazine は, feed-forward 抑制性神経を脱抑制さ
せる能力を持ち, dark-phase とは異なり, PS-LTP だけではなく pEPSP-LTP も
増強させることが分かる. それ故, これらの結果は, LD-phase の違いがリカレ
ント抑制性神経の違いであるという結論を強める.  
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図 ３-16.  Gabazine の灌流投与は pEPSP-LTP を増強させる 
A: Light-phase への gabazine 0.2 µM の灌流投与は, pEPSP 応答と pEPSP-LTP を増
強させた. 黒バーは, gabazine を 30 分間灌流投与していることを示す. B 左: TBS
前 0-5分間の pEPSP応答の比較. 右: Magnitude of pEPSP-LTPの比較. スケールは, 
1 mV, 5msec. *p<0.05, **p<0.01 
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図 ３-17.  Gabazine の灌流投与は PS-LTP を増強させる 
A: Light-phase への gabazine 0.2 µM の灌流投与は, PS 応答と PS-LTP を増強させ
た. B 左: TBS 前 0-5 分間の PS 応答の比較. 右: Magnitude of PS-LTP の比較. スケ
ールは, 2 mV, 5msec. *p<0.05, ***p<0.001 
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第６節 結果のまとめ 
 
TBS なしにおける pEPSP と PS 応答は, light-phase と dark-phase で有意差がな
かった. PS-LTP の大きさは, light-phase と比べて, dark-phase で有意に増強したが, 
pEPSP-LTP の大きさは, 両者で有意差が無かった. PPI ratio は, light-phase と比べ
て, dark-phase で有意に低かった. Light-phase において, gabazine の CA1 錐体細胞
層への局所投与は, pEPSP の関与なしに PPI ratio を低くした. その PPI ratio (% 
inhibition) は, 大体 30-40%であり, dark-phase の PPI と似通っていた. 従って, 
GABA性のリカレント抑制の減少 (すなわち脱抑制) が dark-phase で生じている
ことが示唆された. さらに, light-phase における gabazine の CA1 錐体細胞層への
局所投与は, pEPSP-LTP の増強なしに, PS-LTP を増強させ, dark-phase と似ていた. 
これらの結果は, pEPSP には無く, PS-LTP が LD phase 差を持っており, そしてそ
差は, GABA 性のリカレント抑制性神経の LD phase 差によって生じていること
が示唆される. 
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第４章 考察 
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第１節 LD サイクル中の海馬スライス CA1 の LTP 
 
本研究において, PS-LTP は, light-phase に比べて dark-phase で増強した(図 
３-5). Harris and Teyler (1983) 達[38]は, ラット海馬スライスを用いて, CA1 の
PS-LTP が, dark-phase と比べて, light-phase で増強することを報告した. ラットは
夜行性であるため, 自発活動量は dark phase 中に高くなる (図 ２-2). 他の夜行
性のげっ歯類における, 海馬スライス CA1 で誘導される LTP の大きさは, 通常
light phase と比べて dark phase で増強する[50] . それ故, Harris and Teyler (1983) 
達[38]における, ラット海馬スライスCA1の LTPが light phaseで増強するという
報告は, これに当てはまらない. これらの因果関係から, その CA1 の LTP は, 
“inactive phase” 増強と記述されている[50]. これが, どのような生理的意味合い
を秘めているのかは, 不明のままである. しかしながら, 本研究の結果は, CA1
の LTP が ”active phase” 増強できることを示した. この発見により, 海馬 CA1
における LTP の新たな解釈 ―すなわち, 自発活動が上がると, 可塑性も高くな
る― が可能になると考えられる(図 ４-1).  
 Harris and Teyler 達[38]は, LTP を誘導するために, 100 Hz×1 秒間もしくは 33 
Hz×3 秒間のテタヌス刺激を用いた. LTP を誘導するために本研究では, テタヌ
ス刺激の替わりに TBS を用いた. TBS とテタヌス刺激は, 異なるメカニズムで
LTP を誘導することが報告されている[51]. TBS は, 抑制性神経を含む海馬回路
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で, 可塑的変化を誘導するためにより効果的であるように見える[17]. それに加
えて, 本研究の paired-pulse 実験結果は, リカレントな GABA 性伝達が LD サイ
クルで変化することを示した. SCN と網膜において, GABA の放出量が LD サイ
クルで変化することが報告されており, 海馬 CA1 においてもそれらと同様に変
化しているのかもしれない[45][46].  
テタヌス刺激は, 抑制性神経の LTP を誘導しないが, TBS は誘導する[51]. 本
研究の発見である, リカレントな抑制性神経の LD phase 差は, テタヌス刺激と
TBS との抑制性神経への作用の違いを, より顕著に LTP の LD phase 差として現
すだろう. 
従って, Harris and Teyler 達は, TBS の代わりにテタヌス刺激を用いたために, 
dark phase で増強する PS-LTP の LD phase 差を観測できなかったのではないかと
考える. 他の可能性としては, ラットの系統や週齢の違い, 詳細な実験プロトコ
ールの違いがあるかもしれない. Harris and Teyler 達は, Sprague-Dawley (SD)ラッ
トと Long-Evans (LE) ラットを用いている. In vivo 自由行動ラットの電気刺激
応答の研究において, SD ラットと LE ラットとでは, 刺激に対する pEPSP と PS
応答が異なることが報告されている[36]. そのため, これらを混ぜて実験すると, 
LTP 結果も異なる可能性がある. また彼らの結果は, 3 週齢のラットから 200 
days のラットまで幅広く用いた上での結果である. 週齢における抑制性神経の
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違いも明らかにされているため[49], これらの違いもあるかもしれない. 
 
図 ４-1. LD サイクルにおける自発活動量と海馬スライス CA1 の LTP 
げっ歯類の自発活動量は, dark-phaseで増加する(図上段). 先行研究の海馬スライ
ス CA1 における PS-LTP において, マウスとハムスターで “active phase” 増強が
観測されるが, ラットでは, “inactive phase” 増強が観測されている(図中段). 本
研究のラット海馬スライスCA1のPS-LTPでは, “active phase” 増強が観測された
(図下段). 
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第２節  抑制性神経における LD phase 差 
 
 AMPA 受容体を阻害すると, LD phase の pEPSP 成分は, ほとんど消失した(図 
３-1). また, 異なる刺激に対する pEPSP 応答(図 ３-2)とそれに伴って生じる PS
応答(図 ３-3)に LD phase 差は無かった. これらの結果は, LD phase の AMPA 受
容体を介したグルタミン酸結合(海馬興奮性回路)に違いがないことを示唆して
いる. 
しかしながら, PPI ratio は, light-phase と dark-phase で異なった. Light-phase の
CA1 錐体細胞層へ gabazine を局所投与すると, その PPI ratio は dark-phase へ近く
なった (図 ３-10). これらの結果は, CA1錐体細胞をターゲットにするGABA性
のリカレント抑制 (図 ３-9) が, dark-phase で減少している可能性を示唆してい
る. さらに, light-phase へ gabazine を灌流投与すると, pEPSP が増強したため(図 
３-16), dendriteへの feed-forward抑制の存在が示唆された. LD phaseで, 異なる刺
激に対する応答は変わらなかった (図  ３ -2, 図  ３ -3)ため , このことは , 
feed-forward 抑制には LD phase 差が無く, リカレント抑制にのみに違いがあるこ
とを示している.  
加えて, CA1 には, 主にシナプス結合部位を調節する O-LM cells が存在する
(図 １-2C). Gabazine の灌流投与による pEPSP の増強は, feed-forward 抑制だけで
なく, O-LM cells の影響もあることが考えられる. a-o 刺激を用いた paired-pulse
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実験において, 先行する逆行性刺激は, O-LM cells を活性化させると考えられる. 
PS 応答の pEPSP 成分を用いてこれらの影響を調べたが, a-o 刺激の 2 発目の順行
性刺激の pEPSP 成分はほとんど変化しなかった(図 ３-9). また, この pEPSP 成
分は, LD phase 差(図 ３-9), もしくは gabazine の局所投与(図 ３-9)の影響もなか
った. これらの結果から, 本研究の実験において, O-LM cells の影響はほとんど
観測できなかったと考える. 従って, gabazine の灌流投与による pEPSP の増強は, 
feed-forward 抑制による可能性が高いだろう. 
以上のことから, 抑制性神経の LD phase を図 ４-2 に図示した.  
海馬CA1のリカレントなGABA性抑制伝達の LD phase差に関しては, 調べら
れていない. しかしながら, そのメカニズムは, 他の脳領域 (SCN, 網膜, 小脳
など) で提案されている[45][46][58][59]. GABA 放出, GABA の結合特性, そして
GABA 受容体の代謝率, これら全てがサーカディアンリズムを示す. 今後, 海馬
の GABA 性伝達の LD phase 差(サーカディアン制御)においても調べる必要があ
る. 錐体細胞からリカレント抑制性神経へのグルタミン酸結合機能が変化して
いる可能性もまた考えられる. このグルタミン酸結合が弱まると, リカレント
抑制もまた弱まる. 例えば dark-phase でリカレント抑制性神経を whole-cell 記録
して調べるなど, さらなる研究がこれらの問題を解決するのに必要であろう. 
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図 ４-2. Light-phase と dark-phase の抑制性神経 
Light-phase (A)と dark-phase (B)の抑制性神経の抑制度合いの強さを図右のよ
うに色分けした. Light-phase と dark-phase では feed-forward 抑制性神経に違いは
なく, feed-back 抑制性神経にのみ違いがみられる. 
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第３節 LTP における LD phase 差のメカニズム 
 
第１項 Dark-phase で誘導される LTP 増強 
本研究の TBS によって誘導された PS-LTP は, light phase に比べて dark-phase
で増強した(図 ３-5). 加えて PS-LTP は, light-phase への gabazine の局所投与(図 
３-13)または灌流投与(図 ３-17)した状態で TBS を与えても増強した. このこと
は, dark-phase では, 抑制性神経の脱抑制によって PS-LTP の増強が生じている可
能性を示している. 
LD phase の PS-LTP は, NMDA 受容体の阻害によって消失した(図 ３-7)ことか
ら, これらはNMDA受容体を介した脱分極性のLTPであることが示唆される(第
１章第３節第２項). TBS 中において, 錐体細胞は活動電位を誘発し, そしてリカ
レント抑制性神経を活性化し, ポストシナプス錐体細胞の脱分極を制限する
IPSP が錐体細胞に誘導される. リカレントな抑制性神経は dark-phase で弱い(本
章第２節). 従って TBS は, light-phase に比べて dark-phase では, 海馬錐体細胞に
より大きなポストシナプス性脱分極を誘導できると考えられる. その結果 , 
light-phase に比べて dark-phase では, より大きな PS-LTP が誘導されたものと考
えられる． 
BCM ルール(第１章第３節第３項)を適用して説明すると, LD phase における
TBS 中のポストシナプス衰退細胞の脱分極レベルは, 前述の理由で異なるため, 
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図 ４-3 の BCM ルールで, dark-phase は light-phase と比べて TBS によってより右
側に位置し, より増強した LTP が誘導される. ここで, 閾値θは, TBS を与える
前の LD phase 差がないこと(図 ３-2) から, LD phase で同じと考える. 従って, 
本研究の結果は, 脱分極レベルの大きさが LTP の大きさを決定するBCM ルール
と一致する結果であると言える. 
 
 
図 ４-3. BCM ルールによる LTP の LD phase 差の説明 
BCM ルールにおいて, TBS 中の dark-phase は, light-phase に比べてポスト錐体細
胞がより脱分極した状態になる. その結果, 増強した LTP が誘導される. 閾値θ
は, LD phase で同じである. 
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第２項 Dark-phase で誘導される E-S potentiation 
本研究の TBS によって誘導された LTP の LD phase 差において, pEPSP-LTP に
違いは見られなかった(図 ３-4)が, PS-LTP は dark-phase で増強した(図 ３-5). こ
の dark-phase で見られたような, pEPSP の PS を生成する能力の増強は, E-S 
potentiation と呼ばれる(第１章第３節第５項). すなわち, 本研究では, dark-phase
において, TBS によって E-S potentiation が誘導され, この E-S potentiation に LD 
phase差が生じたことを意味している. Light-phaseにおいて, CA1の錐体細胞層へ
gabazine を局所した状態で TBS を与えると, dark-phase と同様に E-S potentiation
が生じた(図  ３-13). 同様に , light-phase に gabazine を灌流投与(すなわち , 
feed-forward とリカレントな抑制性神経の両方の阻害)した状態で TBS を与える
とまた, E-S potentiation が生じた(図 ３-16, 図 ３-17). このことは, 抑制性神経
の脱抑制によって E-S potentiation が生じることを意味しており, さらにリカレ
ントな抑制性神経の脱抑制のみでさえ E-S potentiation が生じることを示してい
る. Gabazine の灌流投与は, pEPSP-LTP, PS-LTP 共に増強させたため(図 ３-16, 図 
３-17), 本研究で見られた pEPSP-LTP は変わらずに PS-LTP のみ増強するという
dark-phase の特徴とは異なる. 従って, このことは, LD phase における E-S 
potentiation の違いが, 本章第２節で述べた, CA1 におけるリカレントな抑制性神
経のみに違いがある LD phase に TBS を与えることで, 生じていることを示唆し
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ている.    
E-S potentiation は, ポストシナプス錐体細胞の樹状突起をターゲットにする
feed-forward 抑制の long-term depression (LTD) が生じた結果, 興奮性が高まるこ
とを反映している (図 ４-4, [52][53]). Feed-forward 抑制の LTD は, ヘテロシナプ
ス性[54]やホモシナプス性[55]のメカニズムによって誘導される. 前者のヘテロ
シナプス性メカニズムは, ポストシナプスの代謝型グルタミン酸が活性化し, 
ポストシナプス錐体細胞からカンナビノイド (cannabinoid) が放出され, そして
プレシナプスカンナビノイド 1 受容体が活性化した結果, 錐体細胞への GABA
放出の減少が生じる[57]. あるいは, ポストシナプス NMDA 受容体が活性化さ
れ, 細胞内 Ca2+濃度が上昇し, ポストシナプスの GABA 受容体を脱リン酸化す
るカルシニューリンが活性化され, そしてその結果, IPSPs の減少が生じる[54]. 
後者のホモシナプスメカニズムは, 電位依存性 Ca2+チャネルを介して Ca2+が流
入し, Cl-を細胞外に排出するトランスポーターである KCC2 を調節し, Cl-の平衡
電位が脱分極レベルへシフトされ, その結果 GABA 性シナプス活性が減少する
[56]. ヘテロもしくはホモシナプスのメカニズムにおいて, どちらもポストシナ
プスの脱分極によって GABA 性の LTD が促進する[54][56].  
これらの結果を基にすると, 本研究の結果は, dark-phase における TBS 後に錐
体細胞の後シナプス電位が脱分極状態になり, feed-forward 抑制性神経の LTD が
97 
促進され, そして E-S potentiation が誘導されることを示唆する(図 ４-4).  
単一シナプスレベルにおいて, E-S potentiation は, 個々の細胞で活動電位が生
じる発火確率の増加を意味する (第１章第３節第５項 ). 従って , 前述の
feed-forward 抑制性神経の LTD によって, 個々の活動電位の発火確率の増加が
起こると言える. 細胞集団におけるこの E-S potentiation 誘導を図 ４-5 に図示し
た. 本研究で測定した PS は, 細胞の発火している数を表していると考える. 例
えば, Feed-forward 抑制性神経に活動電位発生を抑えられていたある一つの細胞
は, 前述のメカニズムで feed-forward 抑制性神経の LTD が生じると, その細胞は
活動電位を発生できるようになる. TBS を与えると, dark-phase ではリカレント
抑制が弱いために, feed-forward 抑制性神経の LTD が生じやすく, 活動電位を発
生する細胞が増え, その結果 PS が増強する. このようにして dark-phase におけ
る E-S potentiation が生じるだろう. 
錐体細胞の樹状突起へ投射する feed-forward 抑制性神経はまた, スパイク
latency を調節する(図 ３-6, 図 ３-14). PS latency の結果は, 私達の提案メカニズ
ムを支持している. 
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図 ４-4. Dark-phase もしくは Light-phase+gabazine で TBS を与えると生じる
E-S potentiation のメカニズム 
Dark-phase もしくは Light-phase＋gabazine 局所投与は, リカレントな抑制性神経
の脱抑制が生じている. TBS 中, この脱抑制は, CA1 錐体細胞により脱分極を誘
発する. その錐体細胞の脱分極は, feed-forward 抑制性神経の LTD を誘導し, E-S 
potentiation が生じる. 
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図 ４-5. 細胞集団による E-S potentiation 
橙色が, テストパルスに対して発火している錐体, 灰色が発火していない錐体
細胞を示す. A: TBS 前の細胞集団. Feed-forward 抑制性神経によって発火しない
細胞が多数存在する. B: TBS 後の細胞集団.  図 ４-4 のように, feed-forward 抑制
性神経は, 脱抑制した feed-back 抑制性神経が原因で, TBS によって LTD を引き
起こされる. その結果, 発火していなかった錐体細胞は, 活動電位を発火できる
ようになる. この細胞集団を, 細胞外記録すると, 発火している神経細胞の数を
意味する増強した PS が記録される. 
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第４節 神経リズムと LD phase における LTP 
 
 本研究で用いた TBS や, 先行研究が用いテタヌス刺激などのリズミックな繰
り返し刺激は, 実際に海馬に内在する生理的な神経リズムと類似している(第１
章第４節). そしてこれらの神経リズムは, LTP と共に脳内記憶・学習処理と深く
関与している. サーカディアンリズムもまた, 海馬に内在するリズムであり, 本
研究においても LD phase の違いから LTP との関与を示してきた. ここでは, こ
れら神経リズムと LD phase の LTP との関係を考察する. 
 
第１項 LTPを誘導する刺激発火パターンとしての神経リズム 
 ラット海馬スライスにおける LTP の LD phase 差の先行研究は, “inactive phase” 
増強であったが, 本研究においては, “active phase” 増強であった(本章第１節). 
そしてこれらの増強 phase の違いを, 用いた刺激パターンの違い(先行研究はテ
タヌス刺激, 本研究は TBS)であると考えた. 実際, 海馬スライスにおいて, テタ
ヌス刺激(100 Hzを 1秒間)とTBSとでは, 抑制性神経への作用が異なることが明
らかにされている(テタヌスは IPSPのLTPを誘導しないが, TBSは誘導する)[51].  
海馬では, 100 Hz 以上の VFO や 5-12 Hz のθ振動が観測される. そしてこれら
の神経リズムは, 海馬スライスの実験から, 海馬自身に生成能力があることが
分かっている(第１章第４節). すなわち, これらの神経リズムは, 海馬 CA1 で
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LTP を誘導する刺激発火パターンとなり得るだろう. そして, VFO とθ振動にお
ける興味深い違いもまた報告されている. 
 図 １-2C の抑制性神経の分布において, basket cells は, parvalbumin-positive 
(PV) cells と CCK-positive (CCK) cells であるが,  in vitro 海馬 CA1 において, 
VFO の振動の位相(振動波形の山と谷)と一致するように発火する抑制性神経は, 
PV cells と bistratified cells のみである. それに対して, 同様に in vitro 海馬
CA1 で, θ振動の位相と一致するように発火する抑制性神経は, PV and CCK 
cells, bistratified cells, axo-axonic cells, O-LM cells と主な CA1 抑制性神経(図 
１-2C) 全てがリズミックに発火する. これらの VFO とθ振動の抑制性神経へ
の作用の違いは, テタヌス刺激と TBS と抑制性神経への作用の違いと似通って
いるように見える.  
 さらに言えば, in vivo 海馬において, VFO は、睡眠中に見られる slow 
oscillation中に, シャープウェーブと重なって自発的に生じるのに対して, コリ
ン作動性のθ波は, 覚醒中の探索行動時や空間学習時に生じる. このことは, 前
述のLD phaseにおける, テタヌス刺激によって生じるLTPの ”inactive phase” 増
強と, TBS によって生じる LTP の ”active phase” 増強をイメージさせる. 
以上のことから, 神経リズムが LTP 誘導の刺激発火パターンとして LD phase
の LTP に対して作用していると考える. そして, LD phase で刺激発火パターンに
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対する応答が異なるだろう. 抑制性神経の影響が強い “inactive phase” 中に生じ
る VFO は, LTP の “inactive phase” 増強を引き起こし, 抑制性神経の影響が弱
い ”active phase” 中に生じるθ振動は, LTP の ”active phase” 増強を引き起こす
のかもしれない. 
 
第２項 LTPを誘導するためのメタ可塑性としての神経リズム 
 神経リズムには LD phase における LTP 誘導を調節する, メタ可塑性(第１章第
３節第３項)としての役割を持っていることが考えられる. 海馬スライスにおい
てコリン性作動薬であるカルバコールの灌流投与は, 数十秒間の “rest phase” 
と数秒間の “burst phase” を持つ, 間欠的なθ振動[11]やβ振動[83]を誘導する
ことが知られている. 先行研究は, これらの神経リズムと LTP の関与を調べる
ために, この“rest phase” と “burst phase” でそれぞれTBSを与えた. θ振動にお
いて TBS は,  “rest phase” と比べて “burst phase” で増強する LTP を誘導し[11], 
一方, β振動においては, “burst phase” に比べて “rest phase” で増強する LTP を
誘導した[12]. これらの結果は, 神経リズムの発生が, LTP を誘導するためのメ
タ可塑性を持っていることを示している. ここで, BCM ルールにおいて, メタ可
塑性は, 閾値θで調節される(図 １-3). β振動における “rest phase” と “burst 
phase” におけるメタ可塑性を考慮した BCM ルールを適用した仮説モデルを図 
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４-6 に示す. β振動は, “rest phase” において, 閾値θはグラフの左側へシフトす
ることで LTP 増強を生じやすくし, 一方 “burst phase” で閾値θはグラフの右側
へシフトすることで LTP増強を生じ難くする. これらのβ振動の各 phaseでTBS
を与えると, 誘導される LTP 増強は前述の通り異なる.  
神経リズムの “rest phase” と “burst phase” はまた, “light phase” と “dark 
phase” で調節されると考えている. しかしながら, 神経リズムの LD phase 差の
研究は, ほとんどされていない. 以前, 私達は, 海馬で誘導されるβ振動の LD 
phase 差を報告している[84]. 結果は, “dark phase” で誘導されたβ振動の “rest 
phase” が, “light phase” に比べて短かった. Rest phase が短いことは, 任意の時間
β振動を観測した時, ”rest phase” と ”burst phase” の出現回数が多くなることを
意味する. そのことの機能的意義に関しては不明であるが, dark-phase では, β
振動が “rest phase” と “burst phase” で調節したメタ可塑性を多く利用すること
で, 記憶・学習処理が行なわれるのかもしれない.  
 今後様々な神経リズムの LD phase 差を調べたり, さらにはメタ可塑性の LD 
phase 差を調べたり, さらには burst phase 内の位相刺激における LTP を調べたり
することが必要だろう.  
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図 ４-6 CA1 のβ振動におけるメタ可塑性と BCM ルールの仮説モデル 
海馬スライスで誘導されるβ振動は, rest phase と burst phase を繰り返す. それぞ
れの phase に TBS を与えると, rest phase でより LTP が増強する. このことは, β
振動の発生がメタ可塑性を調節している可能性を示唆している. BCM ルールに
おける閾値θは, rest phase で左へ, burst phase で右へシフトする. 薄緑のゾーン
は, 各 phase に TBS を与えたことを示す. LD phase において, このメタ可塑性を
利用する頻度が異なるだろう. 
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第５節 機能的意味合いについて 
 
ラットが LD phase において, 8-arm 放射状迷路で空間参照記憶と作業記憶課
題を学習したとき, より良い ”acquisition” と “recall” のパフォーマンスは, dark 
phase で学習させたラットで観測される[34]. この課題は, 完全に海馬を必要と
する[60]. CA1 における LTP は, この課題における記憶形成と関与する[61]. CA1
において, PV-positive 抑制性神経は, 作業記憶に必要であることが報告されてい
る[62][63]. リカレント GABA 性 cells の CA1 basket cells は, PV と CCK である
が, 例えば, dark phase における basket cells の脱抑制によって増強された LTP は, 
dark phaseで学習するラットのより良いパフォーマンスの基礎を成しているのか
もしれない.  
 Fear-conditioning paradigm において, light phase で形成された記憶は, より良
い ”acquisition” と “recall” のパフォーマンスを示す[41]. 海馬スライス CA1 で
テタヌス刺激によって誘導された LTP はまた, light phase で増強する [38].  
記憶形成に作用する分子はまた, サーカディアンリズムを持っている[64]. こ
れらの分子と神経発火パターンが, ラットの記憶形成するための最適な時間を
決めているのかもしれない. 
106 
 
 
 
 
 
第５章 結語 
 
 
 
 
 
 
107 
細胞内の時計遺伝子によって生じる非常にゆっくりとしたサーカディアンリ
ズムは, 記憶学習処理に影響する. 海馬は, 記憶・学習と密接に関わりのある部
位であり, 海馬回路で生じる LTP は, 記憶学習処理の基礎を成している. LTP は
海馬スライスにおいて, テタヌス刺激や TBS によって誘導できる. 海馬スライ
ス内ではまた, 時計遺伝子がゆっくりなリズムを刻んでいると考えられ, それ
はLTPに作用する. サーカディアンリズムは外界からの手がかりであるLDサイ
クルに同調するという特徴を持っており, げっ歯類などの夜行性は , その
dark-phase で行動が活発になる. 海馬スライス CA1 で誘導される LTP は, 通常彼
らの活動量が増加する dark phase で増強する. しかしながら, この海馬 LTP の
LD phase 差のメカニズムは未だ不明のままである. 加えて, 夜行性であるげっ
歯類における海馬スライス CA1 の LTP は, 通常彼らの自発活動が活発にな
る”dark-phase”で増強するが, 同じ夜行性であるラットにおけるCA1のLTPは, 
何故か”light-phase”に増強することが報告されている.  
本研究では, ラット海馬スライス CA1 の LTP 誘導において, 先行研究で用い
られたテタヌス刺激の代わりに TBS を用いることで, dark-phase で増強する
LTP を誘導することを見つけた. 誘導した LTP の LD phase 差は, pEPSP-LTP
の大きさは変わらず, PS-LTP が dark-phase で増強するという特徴を持ってい
たため, dark-phase における E-S potentiation の発生を示していた. 加えて, 
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paired-pulse 実験によって, 海馬回路の CA1 において, リカレント抑制の LD 
phase 差を見つけた. CA1 リカレント抑制は, light-phase に比べて dark-phase
で弱かった. さらに, 局所投与法を用いて, リカレント抑制だけを阻害すること
が , pEPSP-LTP を変化させずに PS-LTP を増強させる (すなわち , E-S 
potentiation)ことを示した. 
 これらの結果は, 海馬の時計遺伝子が, CA1 の GABAA受容体を介するリカ
レント抑制を LD phase で変化させ(light-phase で強く dark-phase で弱い), 
dark-phase での E-S potentiation を誘導している可能性を示唆している. そし
て, 時計遺伝子は, このように海馬回路内の抑制性回路を変化させることで, 記
憶学習処理のLD phase差を引き起こしているのかもしれない. 記憶学習処理の
サーカディアンリズムは, 海馬回路それ自身の変化によって調節されるだろう. 
 今後,抑制性神経とサーカディアンリズムの関係をさらに明らかにする必要が
ある. また, 神経リズムとの関係を明らかにすることは重要だろう. さらには, 
本研究で観測したようなスライス切片を用いた海馬回路の振舞いと時計遺伝子
等の分子・遺伝子レベルの振舞いとの関係, また行動レベルの振舞いとの関係を
調べることが必要だと考えている. 
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